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POPIS OZNAKA I KRATICA 
ABL (eng. Abelson tyrosine kinase) – Abelsonova tirozin kinaza 
AKT (eng. Ak strain transforming) – Ak soj transformirajući 
ALL (eng. acute lymphoblastic leukemia) – akutna limfoblastična leukemija 
AlloSCT (eng. allogeneic stem cell transplantation) – alogenična transplantacija koštane srži 
AML (eng. acute myeloid leukemia) – akutna mijeloična leukemija 
AMM (eng. agnogenic myeloid metaplasia) – agnogena mijeloidna metaplazija 
APC (eng. Adenomatous polyposis coli) – Adenomatozna polipoza kolona 
BCR (eng. breakpoint cluster region)  – regija u kojoj se grupiraju prijelomi 
BCR-ABL – fuzijski gen/protein tipičan za kroničnu mijeloičnu leukemiju koji se sastoji od 
BCR (eng. Breakpoint cluster region; hrv. Regija u kojoj se grupiraju prijelomi) i ABL (eng. 
Abelson tyrosin kinase; hrv. Abelsonova tirozin kinaza) 
β-TrCP (eng. beta Transducin repeat containing protein) – Protein s ponavljajućim 
elementima koji sadržavaju transducin beta 
BMP (eng. Bone morphogenetic protein) – Koštani morfogenetski protein 
CALR (eng. Calreticulin) – Kalretikulin 
CCN2/CTGF (eng. Connective tissue growth factor) – Čimbenik rasta vezivnog tkiva 
CD (eng. Cluster of differentiation) – klasifikacijska molekula na površini stanica 
cDNA (eng. complementary deoxyribonucleic acid) – komplementarna deoksiribonukleinska 
kiselina 
CIMF (eng. chronic idiopathic myelofibrosis) – kronična idiopatska mijelofibroza 
CK1 (eng. Casein kinase 1) – Kazein kinaza 1 
CLL (eng. chronic lymphocytic leukemia) – kronična limfocitna leukemija 
CML (eng. chronic myeloid leukemia) – kronična mijeloična leukemija 
c-MYC (eng. cellular Myelocytomatosis oncogene) – stanični Onkogen mijelocitomatoze 
CNA (eng. copy number aberrations) – poremećaji u broju kopija gena 
ΔCT (eng. difference in threshold cycles) – razlika između rednih brojeva ciklusa lančane 
reakcije polimeraze u kojima nastupa prag detekcije amplikona 
DAB (eng. diaminobenzidine) – diaminobenzidin 
DMSO (eng. dymethilsulfoxide) – dimetilsulfoksid 
eng. – engleski jezik 
ET (eng. essential thrombocythemia) – esencijalna trombocitemija 
FGF (eng. Fibroblast growth factor) – Čimbenik rasta fibroblasta 
  
FISH (eng. fluorescence in situ hybridization) – fluorescentna in situ hibridizacija 
GLI (eng. Glioma associated oncogene) – Onkogen povezan s gliomom 
GSK3 (eng. Glycogen synthase kinase 3) – Glikogen sintaza kinaza 3 
hrv. – hrvatski jezik 
HSC (eng. hematopoietic stem cell) – hematopoetska matična stanica 
IL (eng. Interleukin) - Interleukin 
IQR (eng. interquartile range) – interkvartilni raspon 
IWG-MRT (eng. International working group for myeloproliferative neoplasms research and 
treatment) – Međunarodna radna grupa za istraživanje i liječenje mijeloproliferativnih 
neoplazmi 
JAK2 (eng. Januse kinase 2) – Janus kinaza 2 
LDH (eng. Lactate dehydrogenase) – Laktat dehidrogenaza 
LRP5/6 (eng. Low density lipoprotein receptor related protein 5/6) – Protein srodan s 
receptorom za lipoprotein niske gustoće 5/6 
MAPK (eng. Mitogen activated protein kinase) – Mitogenom aktivirana protein kinaza 
MDS (eng. myelodysplastic syndrome) – mijelodisplastički sindrom 
MF (eng. myelofibrosis) – mijelofibroza 
MM (eng. multiple myeloma) – multipli mijelom 
MMM (eng. myelofibrosis with myeloid metaplasia) – mijelofibroza s mijeloidnom 
metaplazijom 
MPL (eng. Myeloproliferative leukemia virus) – Virus mijeloproliferativne leukemije 
MPN (eng. myeloproliferative neoplasm) – mijeloproliferativna neoplazma 
MS (eng. myelosclerosis) – mijeloskleroza 
NHL (eng. Non Hodgkin lymphoma) – Non Hodgkinov limfom 
npr. – na primjer 
n.z. – rezultat nije statistički značajan 
OMF (eng. osteomyelofibrosis) – osteomijelofibroza 
OS (eng. overall survival) – ukupno preživljenje 
PCR (eng. polymerase chain reaction) – lančana reakcija polimeraze 
PDGF (eng. Platelet derived growth factor) – Čimbenik rasta izveden iz trombocita 
Ph- (eng. Philadephia chromosom negative) – Philadelphia kromosom negativna 
(mijeloproliferativna bolest) 
PI3K (eng. Phosphatidyl inositol 3 kinase) – Fosfatidil inozitol 3 kinaza 
PKA – protein kinaza A 
  
PMF (eng. primary myelofibrosis) – primarna  mijelofibroza 
Analiza ROC krivulje (eng. Receiver Operating Characteristic curve analysis) – analiza 
krivulje svojstva funkcioniranja prijemnika 
PRV (eng. polycythemia rubra vera)  – policitemija rubra vera 
RNA (eng. ribonucleic acid) – ribonukleinska kiselina 
RT-PCR (eng. real time polymerase chain reaction) – lančana reakcija polimeraze u realnom 
vremenu 
Ras (eng. Rat sarcoma) – Sarkom štakora 
RDW (eng. red cell distribution width) – širina distribucije volumena crvenih krvnih stanica  
SCF (eng. Stem cell factor) – Čimbenik matičnih stanica 
SDF1 (eng. Stromal cell derived factor 1) – Čimbenik izveden iz stromalnih stanica 1 
SHH (eng. Sonic hedgehog) – Jež Sonic 
shRNA (eng. short hairpin RNA) – kratka RNA poput ukosnice 
SMF (eng. secondary myelofibrosis) – sekundarna mijelofibroza 
SOST (eng. Sclerostin) – Sklerostin 
STAT (eng. Signal transducer and activator of transcription) – Prijenosnik signala i aktivator 
transkripcije 
SUFU (eng. Supressor of Fused) – Supresor Fused proteina 
TCF/LEF (eng. T cell factor/Lymphoid enhancer binding factor) – T stanični 
čimbenik/Čimbenik koji se veže za limfoidni pojačivač 
TGF-β (eng. Transforming growth factor beta) – Transformirajući čimbenik rasta beta 
TIBC (eng. total iron binding capacity) – ukupni kapacitet vezanja željeza 
tzv. – takozvani 
VEGF (eng. Vascular endothelial growth factor) – Čimbenik rasta vaskularnih endotelnih 
stanica 
WHO (eng. World health organization) – Svjetska zdravstvena organizacija 








Napredak molekularne biologije tijekom prošlog stoljeća omogućio je uvid u do tad skrivene 
osobitosti pojedinih ljudskih bolesti koje određuju njihov karakter i ponašanje. Tehnike poput 
fluorescentne in situ hibridizacije (FISH prema eng. fluorescence in situ hybridization) i 
lančane reakcije polimeraze (PCR prema eng. polymerase chain reaction) našle su 
nezamjenjivo mjesto u dijagnostici hematoloških malignih bolesti gdje su uzorci za analizu 
lako dostupni (mislimo na perifernu krv), a promjene genoma nekad odlučujuće za 
postavljanje same dijagnoze bolesti i donošenje odluke o daljnjem liječenju.  
 
Možda i najbolji primjer rečenog je otkriće Petera Nowella iz 1961. (1) kako je u tumorskim 
stanicama oboljelih od kronične mijeloične leukemije (CML prema eng. chronic myeloid 
leukemia) redovito prisutna ista kromosomska promjena, kromosom neobičnog oblika. 
Promjenu je nazvao Phialdelphia kromosomom u čast sveučilišta na kojem je radio. Njegovo 
je otkriće bilo među prvim dokazima kako maligne bolesti nose promjene genoma koje 
vjerojatno diktiraju ponašanje tumorskih stanica. Uskoro je pokazano kako je to spoj između 
9. i 22. kromosoma (2) i kako se na mjestu spoja stvara BCR-ABL (regija-gdje-se-grupiraju-
prijelomi BCR prema eng. breakpoint-cluster-region i Abelsonova-tirozin-kinaza ABL prema 
eng. Abelson-tyrosin-kinase) (3,4), novi gen i novi protein ne prisutan u zdravom ljudskom 
tijelu. BCR-ABL ima funkciju tirozin kinaze i u tumorskoj stanici služi kao glavni pokretač 
na stalnu diobu i tumorsko ponašanje. 
 
Prava snaga njegovog otkrića pokazala se kad je na prijelazu 20. i 21. stoljeća sintetizirana 
mala molekula, imatinib mesilat ili Gleevec® (5), koja selektivno ihibira BCR-ABL molekulu. 
Bolest se do tada vrlo teško liječila, transformirala je u akutnu mijeloičnu leukemiju (AML 
prema eng. acute myeloid leukemia) i završavala smrtnim ishodom u gotovo svim 
slučajevima. Alogenična transplantacija koštane srži bila je jedina mogućnost potencijalnog 
izlječenja uz sve komplikacije koje ju prate. Uvođenjem ove nove molekule u terapiju 
nastupila je revolucija u hematologiji i onkologiji. Ljudima koje je čekala beznadna budućnost 
i umiranje pod kliničkom slikom AML nekoliko godina nakon otkrivanja bolesti, omogućen 
je gotovo normalan život bez znakova tumorske bolesti.  
 
Još jedno za hematologiju važno otkriće bio je pronalazak V617F mutacije u egzonu 14 
Janus-kinaza-2 (JAK2 prema eng. Janus-kinase-2) gena od strane četiri nezavisne grupe 
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autora (6-9). JAK2 proteinski produkt sudjeluje u unutarstaničnom prijenosu signala za (među 
ostalim) eritropoetinski receptor. Aktivirajuća V617F mutacija daje lažni signal tumorskoj 
krvotvornoj stanici da je cijelo vrijeme stimulirana eritropoetinom i prisutna je u oko 95% 
policitemija rubra vera (PRV prema eng. polycythemia rubra vera), u oko 50% esencijalnih 
trombocitemija (ET prema eng. essential thrombocytosis) i u preko 50% primarnih 
mijelofibroza (PMF prema eng. primary myelofibrosis) (10). Zahvaljujući ovom relativno 
jednostavnom genetičkom testu danas je moguće s visokom sigurnošću razlučiti puno češća 
reaktivna stanja povišenih vrijednosti hemoglobina od autonomnog tumorskog rasta, kao i 
bolje definirati pojedine hematološke bolesti (11,12).  
 
Ono što je jučer bilo apstraktno, danas predstavlja medicinski temelj koji svaki liječnik 
hematolog mora dobro poznavati i svakodnevno koristiti. Spuštajući se u kliničkom 
razmišljanju od razine ljudskog tijela, preko pojedinih organa, same stanice i njezinih 
organela, pa do razine makro i mikromolekula, puni znanstvene radoznalosti pitamo se što će 




1.1. Zdrava i bolesna krvotvorna matična stanica i njezin mikrookoliš 
Sve stanice ljudskog tijela razvile su se iz jedne jedine stanice – zigote koja je imala svojstvo 
matičnosti (eng. stemness), tj. imala je svojstvo očuvanja dugoročnog samoobnavljanja uz 
nesazrijevanje, ali i sposobnost diobama dati potomstvo koje će sazrijeti u bilo koji tip stanice 
koji je moguć u ljudskom tijelu. Postupnim diobama, dio stanica ostaje matičnima, a dio gubi 
raspon mogućih oblika stanica u koje može sazrijeti, a konačno i sposobnost samoobnavljanja 
sve dok ne nastanu zrele terminalno diferencirane stanice koje tvore različita tkiva i organe.  
 
Tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja dio matičnih stanica usmjerio se prema proizvodnji 
krvnih stanica, ali i dalje su zadržale dugoročno svojstvo samoobnavljanja. One se nazivaju 
krvotvornim/hematopoetskim matičnim stanicama (HSC prema eng. hematopoietic stem 
cell). Tijekom fetalnog razvoja HSC nastaju u nekoliko valova (13) na nekoliko mjesta u 
tijelu (Slika 1). Najranije prepoznato mjesto razvoja tih stanica je fetalni retroperitoneum, 
nabor tkiva uz fetalnu aortu zvan aorta-gonada-mezonefros jer daje osnovu i za razvoj drugih 
organa, a odakle stanice koje okružuju fetalnu aortu pupaju u njen lumen i postaju HSC. 
Zatim slijedi drugi val stanica hematopoeze koje nastaju u placenti i žumanjčanoj vreći te 
naseljavaju jetru i slezenu gdje proizvodnja krvi traje sve do poroda, a tada primarno mjesto u 
proizvodnji krvnih stanica postaju HSC koje su u međuvremenu naselile koštanu srž. U jetri 
odraslog čovjeka mogu se dokazati HSC koje se aktivno dijele i sazrijevaju niskim 
intenzitetom tijekom cijeloga života (14). HSC se mogu prepoznati bojanjem na površinski 
marker CD34 kojeg izražavaju, međutim ova molekula nije ekskluzivna samo za njih jer ga 
izražava i endotel krvnih žila (što svjedoči o biološkoj povezanosti ove dvije vrste tkiva). 
 
Zanimljivo je kako u slučaju kad koštana srž prestane biti dovoljna za proizvodnju krvnih 
stanica, kao npr. pri razvoju fibroze koštane srži ili tijekom teške hipoksije, tjelesni impulsi 
stimuliraju razvoj ekstramedularne hematopoeze (i to najčešće upravo u organima gdje je ona 
već jednom i bila prisutna: jetri, slezeni ili retroperiteonumu). Otočići novonastale 
hematopoeze su tumorsko tkivo koje ometa normalnu funkciju zahvaćenih organa što uz 





Slika 1: A) Mjesta hematopoeze tijekom fetalnom razvoja i kasnijeg života, preuzeto i 
adaptirano prema Bo Chen, 2014. (15). B) Mjesta hematopoeze različito su aktivna tijekom 








Tijekom oplodnje jajne stanice, kao i tijekom kasnijih dioba i sazrijevanja njezinih stanica 
potomaka, niti u jednom trenutku nije riječ o usamljenim ili izoliranim stanicama, već su one 
cijelo vrijeme u kontaku sa svojim mikrookolišom. One tijesno komuniciraju s okolnim 
stanicama direktno i indirektno putem mnogobrojnih molekula, uronjene su u određeni 
mikrookoliš koji ih hrani, usmjerava i brine o njima da bi jednog dana i one postale tkivo koje 
će nastaviti s održavanjem istog mikrookoliša u kakvom su potekle. Gotovo je nevjerojatno 
koliko je sličnosti između životnog puta stanice i ljudskog bića kao jedinke. Čini se kako su 
zakoni prirode univerzalni na svim razinama funkcioniranja (Slika 2). 
 
Zašto HSC biraju upravo jetru, slezenu, odnosno koštanu srž kao svoj dom?  
 
U tim se organima razvija induktivni hematopoetski mikrookoliš u kojem su prisutne visoke 
koncentracije stimulativnih citokina i površine susjednih stanica prekrivene su molekulama 
„ljepljivim“ za HSC. Kada se matične stanice usidre, same počnu proizvoditi lepezu molekula 
potrebnih za poticanje induktivnog mikrookoliša i razvija se zatvoreni krug, životna zajednica 
između matičnih/sazrijevajućih stanica hematopoeze i stanica strome. Unutar koštane srži 
prepoznata su dva velika odjeljka ili niše hematopoeze: endostalna koja citokinski preferira 
samoobnavljanje HSC i perivaskularna koja potiče usmjeravanje i sazrijevanje HSC u zrele 
oblike stanica (17).  
 
Sve što vrijedi u fiziološkim uvjetima odvija se i nakon tumorske preobrazbe matične stanice. 
Pokazano je kako mijeloproliferativne neoplazme (MPN prema eng. myeloproliferative 
neoplasm) direktnim kontaktom i citokinski remodeliraju stanice strome da iste počnu 
favorizirati leukemijski klon (tumorsku matičnu stanicu) nad zdravom hematopoezom. To 
može dovesti do razvoja mijelofibroze i osteoskleroze uslijed prozvodnje velike količine 





Slika 2: Koraljni greben i njegov mikorookoliš kao analogija mikrookoliša koštane srži. 





Slika 3: Leukemijski klon remodelira hematopoetsku nišu tako da niša počne favorizirati 




1.2. Primarna i sekundarna mijelofibroza 
PMF je tumorska bolest porijekla krvotvorne matične stanice (19) s incidencijom od 0,1 do 1 
bolesnika na 100 000 ljudi godišnje (20). PMF je karakterizirana povećanom proliferacijom 
mijeloidnih stanica uz snažnu citokinsku aktivnost koja rano tijekom razvoja bolesti dovodi 
do ožiljkavanja koštane srži (mijelofibroze (MF)). Dolazi do mobilizacije CD34+ HSC 
(blasta) u perifernu krv, te do aktivacije ekstramedularne hematopoeze u alternativnim 
hematopoetskim organima - slezeni i jetri.  U bolesnika se često susreću masivna 
splenomegalija (slezena palpabilna za >10cm pod lijevim rebrenim lukom) (Slika 4A) i 
bizarni oblici crvenih krvnih stanica uz umjerenu retikulocitozu (patognomonični su pojava 
dakriocita – eritrocita oblikovanih poput suze i leukoeritroblastoza – pojava nezrelih 
eritroidnih i mijeloidnih stanica u perifernoj krvi) (Slika 4B). Obično su prisutne povišene 
vrijednosti Laktat dehidrogenaze (LDH prema eng. Lactate dehydrogenase) i znatna 
anizocitoza (povišena širina distribucije volumena crvenih krvnih stanica (RDW prema eng. 
red cell distribution width)). U bolesnika mogu biti izraženi iscrpljujući konstitucijski 
simptomi (gubitak na tjelesnoj težini >10% u šest mjeseci, noćna znojenja i neobjašnjeni 
(sup)febriliteti >37,5°C), bolovi u kostima, bolovi/nelagoda pod lijevim rebrenim lukom 
(uslijed rastuće slezene) te simptomi uzrokovani insuficijencijom koštane srži – brzo 
umaranje, skolnost krvarenju i infekcijama. Bolest značajno utječe na lošiju kvalitetu života 
oboljelih (21).  
 
 
Slika 4: Za potpuno razvijeni PMF su karakteristični A) masivna splenomegalija (bijele 
strelice) koja je posljedica ekstramedularne hematopoeze i B) dakriociti – eritrociti oblikovani 
poput suze (crne strelice) u razmazu periferne krvi što oboje pridonosi visokom stupnju 
anizocitoze koji se susreće u ovoj bolesti. 
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Trenutačni naziv bolesti (primarna mijelofibroza - PMF) nije jedini. Bolest je još poznata i 
kao kronična idiopatska mijelofibroza (CIMF prema eng. chronic idiopathic myelofibrosis), 
osteomijelofibroza (OMF prema eng. osteomyelofibrosis), mijeloskleroza (MS prema eng. 
myelosclerosis), agnogena mijeloidna metaplazija (AMM prema eng. agnogenic myeloid 
metaplasia) i mijelofibroza s mijeloidnom metaplazijom (MMM prema eng. myelofibrosis 
with myeloid metaplasia). 
 
PMF je klasificirana kao Philadephia kromosom negativna (Ph-) MPN zajedno s PRV i ET 
(22) te s njima dijeli mnoge biološke i kliničke karakteristike. PMF tumorske matične stanice 
(među ostalim) imaju sklonost sazrijevanja u atipične megakariocite te u perifernoj krvi 
prilikom dijagnoze zna biti prisutna znatna trombocitemija. Stoga je u prefibrotskoj fazi bolest 
ponekad teško razlučiti od ET koja je također karakterizirana snažnom megakariocitnom 
proliferacijom (23). Za razliku od ostalih Ph- MPN, PMF pokazuje sklonost agresivnijem 
biološkom ponašanju/kliničkom tijeku bolesti i češću transformaciji u akutnu leukemiju 
(24,25). Dijagnostički kriteriji za PMF, PRV i ET prema klasifikaciji Svjetske Zdravstvene 
Organizacije (WHO prema eng. World health organization) (22) prikazani su Tablici 1. 
 
Fibroza koštane srži u sklopu PMF odraz je snažne citokinske aktivnosti tumorskih stanica i 
strome (26). Fibroza je poliklonalni poremećaj i smatra se reaktivnom (sekundarnom) 
promjenom usprkos sugestivnom imenu osnovne bolesti. U perifernoj krvi i u koštanoj srži 
oboljelih prisutne su visoke razine citokina koje promoviraju upalu, fibrozu i neoagiogenezu 
kao npr. Transformirajući-čimbenik-rasta-beta-1 (TGF-β1 prema eng. Transforming-growth-
factor-beta-1),  Čimbenik-rasta-vaskularnih-endotelnih-stanica (VEGF prema eng. Vascular-
endothelial-growth-factor), Čimbenik-rasta-fibroblasta (FGF prema eng. Fibroblast-growth-
factor), Čimbenik-rasta-izveden-iz-trombocita (PDGF prema eng. Platelet-derived-growth-
factor), Čimbenik-izveden-iz-stromalnih-stanica-1 (SDF1 prema eng. Stromal-cell-derived-
factor-1), Interleukin-6 (IL6 prema eng. Interleukin-6), Interleukin-8 (IL8 prema eng. 
Interleukin-8), Čimbenik-matičnih-stanica (SCF prema Stem-cell-factor) i drugi (27-32).  
 
Tipične patohistološke promjene koštane srži koje se susreću u „celularnoj“ fazi bolesti su 
hipercelularna koštana srž uz snažnu granulocitnu proliferaciju i atipične oblike megakariocita 
različitih veličina koji formiraju nakupine (Slika 5A). U razvijenoj, „kolagenoj“ fazi bolesti 
dolazi do odlaganja retikulinskih i kolagenih vlakana, razvoja hipocelularne koštane srži uz 
atipične megakariocitne oblike, formiranja zadebljanih, iregularnih koštanih gredica 
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(osteoskleroza) i proširenja vaskulanih prostora (dilatacije sinusoida) unutar koštane srži 
(Slika 5B). Težina fibroze koštane srži stupnjuje se prema trenutno važećem Europskom 
konsenzusu (33) koji je prikazan u Tablici 2. Stupanj fibroze koštane srži utječe na 
preživljenje bolesnika (34-36). 
 
Tablica 1: Dijagnostički kriteriji za PMF, PRV i ET prema Svjetskoj zdravstvenoj 
organizaciji (22). Dijagnoza PMF zahtjeva da su ispunjena sva tri velika kriterija + barem dva 
mala kriterija. Dijagnoza PRV zahtjeva da su ispunjena ili dva velika kriterija + jedan mali 
kriterij ili prvi veliki kriterij + dva mala kriterija. Dijagnoza ET zahtjeva da su ispunjena sva 
četiri velika kriterija.  
 PMF PRV ET 
Veliki 
kriteriji 
• Proliferacija atipičnih 
megakariocita * udružena s 
retikulinskom i/ili 
kolagenom fibrozom ili ** 
• Nisu ispunjeni WHO 
kriteriji za CML, PRV, 
MDS ili drugu mijeloidnu 
neoplazmu 
• Prisustvo JAK2 V617F ili 
drugog markera klonalnosti 
ili odsustvo dokaza da je 
fibroza srži reaktivna 
• Hemoglobin >185g/L 
(muškarci) ili 165 g/L 
(žene) ili *** 
• Prisustvo JAK2 V617F ili 
JAK2 egzon 12 mutacije 
• Broj trombocita ≥450 
x109/L 
• Proliferacija megakariocita 
s velikim i morfološki 
zrelim oblicima 
• Nisu ispunjeni WHO 
kriteriji za CML, PRV, 
PMF, MDS ili drugu 
mijeloidnu neoplazmu 
• Prisustvo JAK2 V617F ili 
drugog markera klonalnosti 





• Povišen LDH 
• Anemija 
• Palpabilna splenomegalija 
• Trilinijska proliferacija 
mijeloidnih stanica u 
koštanoj srži 
• Subnormalna razina 
eritropoetina 
• Rast endogenih eritroidnih 
kolonija 
 
* Atipije megakariocita: mali do veliki megakariociti s aberantnim jezgra/citoplazma omjerom, hiperkromatske i 
nepravilno oblikovane jezgre, guste nakupine megakariocita. 
** U odsustvu retikulinske fibroze promjene megakariocita moraju biti udružene s porastom celularnosti koštane 
srži, proliferacijom granulocita i često smanjenom eritropoezom (tzv. prefibrotska PMF). 
*** Hemoglobin ili hematokrit >99te centile referentnog raspona za dob, spol, visinu ili lokaciju na kojoj 
bolesnik živi. Ili masa eritrocita >25% iznad srednje predviđene. Ili Hemoglobin >170 g/L (muškarci) ili 150 g/L 





Slika 5: A) „Celularna“ faza PMF odlikovana je hipercelularnom koštanom srži uz atipične 
forme megakariocita (bojenje hemalaun-eozin, povećanje x400). B) „Kolagena“ faza PMF 
odlikovana je hipocelularnom koštanom srži uz odlaganje retikulinskih i kolagenih vlakana, 





Tablica 2: Trenutačno važeći Europski konsenzus o stupnjevanju fibroze koštane srži (37). 
Stupanj 0 
Linearna i raštrkana vlakna retikulina bez presijecanja što odgovara normalnoj 
koštanoj srži 
Stupanj 1 
Labava mreža retikulinskih vlakana s mnogo presijecanja, pogotovo u 
perivaskularnim područjima 
Stupanj 2 
Difuzna i gusta mreža retikulnskih vlakana s opsežnim presijecanjima uz 
povremene fokalne nakupine kolagena ili fokalnu osteosklerozu 
Stupanj 3 
Difuzna i gusta retikulnska mreža s opsežnim presijecanjima uz grube depozite 
kolagena i često udružena s znatnom osteosklerozom 
 
PRV i ET mogu tijekom vremena razviti fibrozu koštane srži kada se takvo stanje naziva 
sekundarnom mijelofibrozom (SMF). SMF postupno gubi kliničke odlike primarne bolesti i 
razvija kliničke odlike karakteristične za PMF (anemijski sindrom, leukoeritroblastoza i 
dakriociti u perifernoj krvi, splenomegalija uz udružene komplikacije, pojava konstitucijskih 
simptoma) te se povećava rizik za transformaciju u akutnu leukemiju. Sukladno kliničkom 
toku dolazi do pojave karakterističnih patohistoloških promjena koštane srži: odlaganja 
retikulnskih i kolagenih vlakana, proširenja vaskulanih prostora te osteoskleroze koštanih 
gredica. Ipak, post PRV SMF pokazuje u prosjeku veću celularnost koštane srži, a 
morfologija megakariocita ostaje karakterističnija za osnovnu bolest 
(normalna/hiperlobulirana morfologija bez jako izraženih defekata u sazrijevanju 
megakariocita te rijetko formiranje gustih nakupina) u odnosu na PMF (38). Kriteriji 
Međunarodne radne grupe za istraživanje i liječenje mijeloproliferativnih neoplazmi (IWG-
MRT prema eng. International working group for myeloproliferative neoplasms research and 
treatment) (39) prema kojima se postavlja dijagnoza SMF nastale iz PRV i ET prikazani su u 
Tablici 3. Ukoliko je prisutna klinička i patohistološka slika mijelofibroze, a ranije nije bila 
poznata dijagnoza MPN, nije uvijek moguće razlikovati da li je riječ o PMF ili SMF. Također 
kada se SMF razvija iz ET, moguće je da je incijalna dijagnoza bila pogrešno postavljena s 
obzirom na sličnost u prezentaciji prefibrotske faze PMF i ET.  
 
PRV i ET se mogu prezentirati uz znatni stupanj fibroze koštane srži, ali da ne ispunjavaju 
kriterije za SMF. Reaktivna fibroza koštane srži se također može susresti u i sklopu drugih 
bolesti kao npr. u sklopu mijelodisplastičkog sindroma (12,40), hairy cell leukemije i drugih 
limfoidnih neoplazmi, metastatskih karcinoma, sistemskih autoimunih bolesti (41), infekcija i 
drugih kroničnih upalnih zbivanja i kroničnih toksičnih oštećenja koštane srži (22,42).  
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Tablica 3: IWG-MRT kriteriji za SMF nastale iz PRV i ET (39). Za dijagnozu SMF potrebna 
su 2 glavna kriterija i 2 dodatna kriterija u oba slučaja. 
Kriteriji za post PRV SMF Kriteriji za post ET SMF 
Glavni kriteriji: 
• Dokumentirana ranija PRV 
• Fibroza koštane srži stupanj 2 ili 3 
Glavni kriteriji: 
• Dokumentirana ranija ET 
• Fibroza koštane srži stupanj 2 ili 3 
Dodatni kriteriji: 
• Razvoj anemije ili gubitak potrebe za 
venepunkcijama ako je bolesnik bez 
citoreduktivne terapije 
• Leukoeritroblastoza 
• Pojava palpabilne splenomegalije ili porast ranije 
palpabilne slezene ≥5 cm 
• Pojava  jednog ili više konstitucijskih simptoma 
(gubitak na tjelesnoj težini >10% u šest mjeseci, 
noćna znojenja, neobjašnjeni (sup)febriliteti 
>37,5°C) 
Dodatni kriteriji: 
• Razvoj anemije i pad u hemoglobinu od ≥20 g/L 
• Leukoeritroblastoza 
• Pojava palpabilne splenomegalije ili porast ranije 
palpabilne slezene ≥5 cm 
• Povišen LDH 
• Pojava  jednog ili više konstitucijskih simptoma 
(gubitak na tjelesnoj težini >10% u šest mjeseci, 
noćna znojenja, neobjašnjeni (sup)febriliteti 
>37,5°C) 
 
Primarni genetički poremećaj koji dovodi do pojave Ph- MPN još uvijek nije prepoznat. 
Mutacija V617F u egzonu 14 JAK2 gena prisutna je u više od 95% bolesnika s PRV, u oko 
50% bolesnika s ET i u više od 50% bolesnika s PMF, te je najčešći genetički poremećaj u 
ovim bolestima (10). JAK2 V617F mutacija dovodi do konstitucijski aktivne 
JAK/Prijenosnik-signala-i-aktivator-transkripcije (STAT prema eng. Signal-transducer-and-
activator-of-transcription) signalne osovine te Sarkom-štakora (Ras prema eng. Rat-
sarcoma)/Mitogenom-aktivirana-protein-kinaza (MAPK prema eng. Mitogen-activated-
protein-kinase) i Fosfatidil-inozitol-3-kinaza (PI3K prema eng. Phosphatidyl-inositol-3-
kinase)/Ak-soj-transformirajući (AKT prema eng. Ak-strain-transforming) signalnih puteva 
što pridonosi snažnoj upalnoj atmosferi koja se susreće u ovim bolestima (10). I JAK2 V617F 
mutirani i JAK2 divlji tip bolesnici pokazuju klinički odgovor na specifičnu JAK inhibiciju 
(smanjenje slezene i poboljšanje konstitucijskih simptoma) (43) te je u obje grupe bolesnika 
povišena aktivnost JAK/STAT signalnog puta (44).  
 
5-10% bolesnika s JAK2 V617F negativnom PMF nosi mutaciju Virus-mijeloproliferativne-
leukemije (MPL prema eng. Myeloproliferative-leukemia-virus) gena koji kodira 
trombopoetinski receptor (45), dok je nedavno otkriveno kako od preostalih „dvostruko 
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negativnih“ bolesnika 86% nosi mutaciju Kalretikulin (CALR prema eng. Calreticulin) gena 
(46). Drugim rječima, većina bolesnika s PMF (oko 90%) nosi neku od ove tri mutacije 
(47,48). U jednoj od kohorti bolesnika prijavljeno je kako je 58% imalo mutaciju u JAK2, 
25% u CALR i 8,3% u MPL (47). 
 
Mutacijski status se odražava na fenotip bolesti i na prognozu bolesnika. JAK2 mutirani 
bolesnici pokazuju jači mijeloproliferativni potencijal uz više vrijednosti leukocita i 
hemoglobina (11,49,50). U većini objavljenih kohorti bolesnika mutirani JAK2 nije ukazivao 
na lošiju prognozu (49,51,52), ali rezultati nisu jednoznačni (11). Među JAK2 mutiranim 
bolesnicima, oni s višim opterećenjem mutiranim JAK2 alelom (eng. allele burden) imaju 
bolju prognozu u odnosu na one s manjim opterećenjem mutiranim JAK2 alelom (51-53). 
MPL mutirani bolesnici su stariji i češće imaju konstitucijske simptome (50), a imaju sličnu 
prognozu kao JAK2 mutirani bolesnici (48,50).  CALR mutirani bolesnici su mlađi i imaju 
veći broj trombocita (47,54,55), a imaju bolju prognozu u odnosu na ostale (47,48,53,55) (što 
je moguće vezano samo uz tip 1 mutacije (56,57)). Trostruko negativni bolesnici imaju lošu 
prognozu (47,48,54). 
 
Molekularnom analizom bolesnika s PMF i SMF nastalom iz PRV i ET (58,59) nisu dokazane 
značajne razlike u poremećajima broja kopija gena (CNA prema eng. copy number 
aberrations), ali je sekvencioniranjem 23 gena važnih za leukemogenezu (komponente 
citokinskih signalnih puteva, epigenetički regulatori, transkripcijski čimbenici i molekule koje 
sudjeluju u splicingu ribonukleinskih kiselina (RNA prema eng. ribonucleic acid)) utvrđeno je 
kako se mutacijski spektar ovih bolesti i molekarni put do nastanka mijelofibroze razlikuju 
(Slika 6). Najčešća kromosomska abnormalnost u PMF je izolirana delecija dugog kraka 
kromosoma 20, dok su defekti kromosoma 1 česta pojava u post PRV SMF (38). U jednoj je 
manjoj studiji utvrđeno je kako post PRV SMF u odnosu na PMF nosi veći broj kariotipskih 
abnormalnosti i prisutan je veći postotak bolesnika s kompleksnim kariotipom i/ili dva i više 
malignih klonova (38). Navedeno sugerira da je mijelofibroza u post PRV SMF odraz 
progresije osnovne bolesti i akumulacije većih genetičkih abnormalnosti, a u PMF je 
intrinzična odlika bolesti ne nužno vezana uz nepovoljnu citogenetiku (38). U svakom 





Slika 6: Prikaz učestalosti i distribucije genetičkih mutacija (obod kruga) između PMF, PRV i 
ET u gornjem redu te PMF, post PRV SMF i post ET SMF u donjem redu. Preuzeto iz 
Brecqueville, 2014. (58). 
 
Morbiditet i mortalitet bolesnika s PMF i SMF najčešće je uzrokovan progresijom osnovne 
bolesti (citopenije uslijed napredovanja mijelofibroze ili razvoja akutne leukemije), 
kardiovaskularnim bolestima (ubrzana ateroskleroza uslijed kronične citokinske stimulacije i 
drugih čimbenika), trombotskim i hemoragijskim komplikacijama (61-64). Medijan 
preživljenja iznosi 5 do 6 godina od postavljanja dijagnoze (64). Stratifikacija rizika smrti u 
trenutku postavljanja dijagnoze kod bolesnika s PMF postiže se pomoću Međunarodnog 
prognostičkog sustava bodovanja (IPSS prema eng. International prognostic scoring system) 
(64) koji u obzir uzima dob bolesnika, hemoglobin, leukocite, postotak cirkulirajućih blasta i 
prisustvo konstitucijskih simptoma. Stratifikacija rizika smrti može se učiniti i tijekom 
praćenja bolesnika pomoću Dinamičkog međunarodnog prognostičkog sustava bodovanja 
(DIPPS prema eng. Dynamic international prognostic scoring system) (65) koji evaluira iste 
parametre i boduje ih ako se jave tijekom praćenja bolesnika. Bolesnici s progresivnom 
bolesti (i akumulacijom novih čimbenika rizika tijekom praćenja) imaju znatno veći rizik 




Tablica 5: Prikaz dva najčešće korištena prognostička sustava bodovanja – IPSS (64) koji se 
koristi prilikom postavljanja dijagnoze i DIPPS (65) koji se koristi tijekom praćenja 
bolesnika. 
 IPSS DIPSS 
Varijable i 
broj bodova 
koji im je 
pridružen 
• Dob >65 godina = 1 bod 
• Hemoglobin <100 g/L = 1 bod 
• Leukociti >25 x109/L = 1 bod 
• Cirkulirajući blasti ≥1% = 1 bod 
• Konstitucijski simptomi = 1 bod 
• Dob >65 godina = 1 bod 
• Hemoglobin <100 g/L = 2 boda 
• Leukociti >25 x109/L = 1 bod 
• Cirkulirajući blasti ≥1% = 1 bod 







• 0 bodova = niski rizik, medijan 11,3 
godine 
• 1 bod = srednji-1 rizik, medijan 7,9 
godina 
• 2 boda = srednji-2 rizik, medijan 4 
godine 
• ≥3 boda = visoki rizik, medijan 2,3 
godine 
• 0 bodova = niski rizik, medijan nije 
postignut 
• 1-2 boda = srednji-1 rizik, medijan 14,2 
godine 
• 3-4 boda = srednji-2 rizik, medijan 4 
godine 
• 5-6 bodova = visoki rizik, medijan 1,5 
godina 
 
Dostupne terapijske opcije u PMF i SMF su ograničene i uglavnom nemaju kurativni 
potencijal (s iznimkom alogenične transplantacije koštane srži (AlloSCT prema eng. 
allogeneic stem cell transplantation) koja je pogodna samo za određenu grupu bolesnika).  
 
Terapija je stoga adaptirana prema riziku procijenjenom pomoću IPSS ili DIPSS skora.  
• U bolesnika u kojih je bolest niskog ili srednjeg-1 rizika i nemaju izražene tegobe 
najčešće nikakva specifična terapija nije potrebna.  
• U bolesnika niskog i srednjeg-1 rizika koji imaju izražene subjektivne tegobe (uslijed 
splenomegalije, svrbeža, umora, bolova u kostima ili izraženih konstitucijskih 
simptoma) ili je potrebna kontrola prekomjerne produkcije krvnih stanica/anemije 
indicirana je konvencionalna terapija (hidroksiurea, eritropoetin ukoliko nije 
palpabilna slezena, androgeni, danazol, kortikosteroidi, talidomid).  
• Bolesnici srednjeg-2 i visokog rizika koji su mlađi od 65 godina i nemaju limitirajuće 
komorbiditete kandidati su za AlloSCT (Slika 7). U bolesnika srednjeg-2 i visokog 
rizika palijacija izraženih tegoba odnosno kontrola anemije/prekomjerne produkcije 
krvnih stanica postiže se konvencionalnom terapijom kako je navedeno ranije. Kao 
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opcije još su dostupne splenektomija i radioterapija (cilj su lokusi ektramedularne 
hematopoeze, pluća u slučaju plućne hipertenzije te bolni ektremiteti). JAK inhibitori 
potencijalno mogu produljiti preživljenje bolesnika (66), ali ne mogu postići remisiju 
bolesti i povlačenje mijelofibroze. Trenutno se koriste kao „bridging“ do 
transplantacije ako su bolesnici pogodni za ovu proceduru. 
 
 
Slika 7: A) Sažetak indikacija i odabira modaliteta za AlloSCT u mijelofibrozi, preuzeto iz 
Kekre, 2016. (67). B) Ishodi bolesnika s mijelofibrozom nakon AlloSCT, preuzeto iz Ballen, 





1.3. Mreža unutarstaničnih signalnih puteva 
Proces samoobnavljanja HSC strogo je reguliran evolucijski očuvanom mrežom 
unutarstaničnih signalnih puteva. Impulsi preneseni putem ove mreže odlučuju o sudbini 
stanice, npr. hoće li se stanica dijeliti, mirovati ili ići u apopotozu, hoće li nakon diobe 
sazrijevati ili i dalje ostati matična. Budući da je stroga regulacija staničnog ciklusa temeljna 
funkcija ovog sustava, njegovi poremećaji mogu dovesti do fetalnih malformacija i maligne 
preobrazbe.  
 
Prepoznato je nekoliko glavnih signalnih molekula i njihovih puteva koji čine temeljni okvir 
mreže (74). To su Mjesto-integracije-koje-se-odnosi-na-Wingless (WNT prema eng. 
Wingless-related-integration-site), Hedgehog, FGF, Notch i TGF-β/Koštani-
morfognetski-protein (BMP prema eng. Bone-morphogenetic-protein) signalni putevi 
(Slika 8). 
 
Njihovi unutarstanični efektori imaju ulogu transkripcijskih čimbenika koji osim regulacije 
staničnog ciklusa reguliraju i proizvodnju elemenata ostalih signalnih puteva te indirektno 
utječu na njihovu razinu i aktivnost. Djelovanjem jednog, pokreću se brojni procesi pozitivne 
i negativne povratne sprege na drugim signalnim putevima. Neto učinak stimulacije stanice 
ovisi o tipu aktivirane molekule, tipu receptora, istovremenoj kostimulaciji stanice i 
unutarstaničnoj modulaciji prenešenog signala. Stimulacija iste hematopoetske matične 
stanice istom molekulom može imati potpuno različite učinke ovisno o tome gdje se stanica 
fizički nalazi, u kakav je mikrookoliš uronjena i koliko su drugi djelovi mreže signalnih 





Slika 8: Šest glavnih signalnih puteva nazvano prema svojim glavnim ligandima /receptorima 
čine temeljni okvir mreže molekula koje upravljaju sudbinom stanica u našem tijelu. Preuzeto 
iz Katoh, 2011. (74). 
 
Wnt i Hedgehog signalni putevi sastavni su (nerazdvojni) dio opisane mreže i dirigiraju 
razvojem fetalnih tkiva i postizanjem simetrije tijela, te su visoko očuvani tijekom evolucije 
kralježnjaka. Sukladno tome, njihovo usklađeno djelovanje je bitno za očuvanje homeostaze 
embrionalnih i odraslih tkiva (75). Glavni ligandi WNT i Hegehog signalnih puteva su 
različite molekule iz WNT i Hedgehog obitelji, a preneseni unutarstanični signal potaknut 
vezanjem liganda za receptor (i konačni učinak na ciljne stanice) među ostalim ovisi i o 
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1.4. WNT signalni put 
WNT signalni put (78) se sastoji od dva glavna kraka: klasičnog ili kanonskog koji ovisi o β-
kateninu kao transkripcijskom čimbeniku i ne-kanonskog koji ne ovisi o β-kateninu. 
Aktivacija kanonskog WNT signalnog puta vezana je uz malignu transfomaciju, akumualciju 
koštane mase, poticanje fibroze, neoangiogeneze, kao i gubitak međustanične adhezije i 
metastaziranje tumora (79-83). Ne-kanonski WNT put sudjeluje u regulaciji polarnosti stanica 
i unutarstaničnog kalcija te je neophodan prilikom embrionalnog razvoja. Njegovi su učinci 
najčešće susprotstavljeni djelovanju kanonskog WNT signalnog puta (84). 
 
Pregled kanonskog WNT signalnog puta prikazan je na Slici 9. Vezanje kanonskih WNT 
liganada (WNT1, WNT3a, WNT8) za receptor Frizzled potiče formiranje membranskog 
kompleksa s Proteinom-srodnim-s-receptorom-za-lipoprotein-niske-gustoće-5/6 (LRP5/6 
prema eng. Low-density-lipoprotein-receptor-related-protein-5/6) koji zatim veže 
unutarstanične proteine Dishevelled i Aksin za staničnu membranu. Time se raspada 
unutarstanični proteinski kompleks koji se sastoji od Aksina, Adenomatozne-polipoze-kolona 
(APC prema eng. Adenomatous-polyposis-coli), Glikogen-sintaza-kinaze-3 (GSK3 prema 
eng. Glycogen-synthase-kinase-3) i Kazein-kinaze-1 (CK1 prema eng. Casein-kinase-1). Ovaj 
proteinski kompleks u uvjetima bez kanonske WNT stimulacije drži zarobljenim β-katenin što 
dovodi do njegove fosforilacije, ubikvitinacije i razgradnje. Prilikom kanonske WNT 
stimulacije dolazi do oslobađanja β-katenina koji se suudružuje s T-staničnim-čimbenikom 
(TCF prema eng. T-cell-factor)/Čimbenikom-koji-se-veže-za-limfoidni-pojačivač (LEF prema 
eng. Lymphoid-enhancer-binding-factor) i ulazi u staničnu jezgru gdje inducira 
transkripcijsku aktivaciju ciljnih gena. β-katenin može inducirati ekspresiju gena uključenih u 
kontrolu staničnog ciklusa (Stanični-onkogen-mijelocitomatoze (c-MYC prema eng. cellular-
Myelocytomatosis-oncogene) (85,86), Ciklin-D1), procese fibroze (Kolagen1, TGF-β, 
Endotelin1, Čimbenik-rasta-vezivnog-tkiva (CCN2/CTGF prema eng. Connective-tissue-
growth-factor) (87,88) i neoangiogeneze (IL8, VEGF) (89,90).  
 
Osim kao transkripcijski čimbenik, β-katenin ima ulogu i u formiranju međustaničnih spojeva 
jer stupa u proteinski kompleks s E-kadherinom i omogućava njegovu stabilitzaciju na 
membrani stanica. Prilikom aktivacije i translokacije β-katenina u jezgru dolazi do slabljenja 
međustaničnih veza. β-katenin također promovira transkripciju proteina koji inhibiraju 
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transkripciju E-cadherina i pridonose njegovoj razgradnji (81) čime promovira metastaziranje 
tumora. Aktivacija kanonskog WNT puta promovira diferencijaciju osteoblasta i inducira 
proizvodnju Osteoprotegerina čime favorizira akumulaciju koštane mase (91). Njegova uloga 
je također prepoznata u više fibrotskih poremećaja (82) kao npr. u idiopatskoj plućnoj fibrozi, 
cirozi jetre, sistemskoj sklerozi i fibroznim poremećajima bubrega.  
 
WNT1 gen i uloga kanonskog WNT signalnog puta u onkogenezi otkriveni su na mišjem 
modelu karcinoma dojke (92). Kasnije je njegova uloga prepoznata u cijelom nizu malignih 
bolesti. Pojačana ekspresija elemenata kanonskog WNT signalnog puta povezana je s lošijom 
prognozom (93) i sklonosti metastaziranju u karcinomu dojke (94). Aktiviran je u različitih 
tipova gastrointestinalnih tumora (kolorektalni karcinom, kolangiokarcinom, karcinom 
gušterače, hepatocelularni karcinom) (83,95,96). Kanonski WNT signalni put aktiviran je u 
pojedinim tipovima hematoloških neoplazmi (kroničnoj limfocitnoj leukemiji (CLL prema 
eng chronic lymphocytic leukemia), CML, AML, multiplom mijelomu (MM prema eng. 
multiple myeloma), ali ne i u akutnoj limfoblastičnoj leukemiji (ALL prema eng. acute 
lymphoblastic leukemia)), te je nužan za preživljenje tumorske matične stanice (83) 
 
 





Uloga kanonskog Wnt signalnog puta u PMF nije u potpunosti definirana, ali dosadašnje 
spoznaje ukazuju da je ovaj put aktiviran u oboljelih od PMF. SMF nije istraživana. U prvom 
od tri rada koji su evaluirali kanonski WNT put u PMF nije uočena razlika u β-katenin mRNA 
ekspresiji između PMF, PRV i ET, kao niti između PMF i kontrolnih ispitanika (97). U 
drugom je radu imunohistokemijski pokazano da je u megakariocitima oboljelih od PMF 
prisutna niža ekspresija β-katenina u odnosu na PRV i ET (98). Isto je imunohistokemijski 
potvrđeno u trećem radu gdje je još pokazano i da bolesnici s PMF imaju veću ekspresiju β-





Sklerostin je inhibitor kanonskog Wnt signalnog puta. Gotovo u potpunosti se proizvodi (u 
fiziološkim uvjetima) u zrelim osteocitima ukopanim unutar koštanog matriksa i služi kao 
evolucijski očuvani negativni regulator koštane mase (100,101). Protein je proizvod SOST 
gena. Nakon što je stvoren i izlučen iz osteocita, veže se na LRP5/LRP6 receptore na 
osteoblastima putem kojih inhibitorno djeluje na kanonski WNT signalni put i suprimira 
njegovu aktivnost (102) (Slika 10).  
 
 
Slika 10: Shematski prikaz SOST signalnog puta i njegovi učinci na metabolizam kosti. 
Preuzeto iz Kamiya, 2008. (103). 
 
Osteociti su najbrojnije stanice unutar koštanog matriksa i svojim izdancima (kanalikulima) 
komuniciraju međusobno, ali i s površinom kosti gdje se vrši aktivni proces izgradnje nove 
kosti (Slika 11). Zanimljivo je kako su novoukopani osteociti negativni na bojanje na 
Sklerostin, a počinju ga izražavati tek kad nastupi primarna mineralizacija okolnog tkiva 
(104) što sugerira kako je Sklerostin signal osteoblastima na površini kako novonastale kosti 
ima dovoljno. Osim u osteocitima, Sklerostin se može proizvoditi i u osteoklastima i 





Slika 11: Osteocit pomoću svoje vrlo razgranate mreže izdanaka (kanalikula) ukalupljenih u 
koštani matriks komunicira s površinom kosti. Preuzeto iz Bonewald, 2010. (107). 
 
Urođeni nedostatak/gubitak funkcije Sklerostina u ljudi dovodi do razvoja tri slična klinička 
entiteta koji se manifestiraju povećanom koštanom masom, različitog su intenziteta kliničke 
slike i uglavnom ne dolazi do zahvaćanja drugih organskih sustava. Sklerosteoza je 
autosomno recesivna bolest uzrokovana mutacijama s gubitkom funkcije u SOST genu i 
posljedičnim potpunim nedostatkom Sklerostina (108). Oboljeli se često rađaju sa 
sindaktilijom, a tijekom djetinjstva i mladenačkog razdoblja razviju gluhoću, leziju facijalnog 
živca ili znakove povišenog intrakranijalnog tlaka (Slika 12). Van Buchemova bolest je 
posljedica mutacija u regulatornom elementu SOST gena koji je odgovoran za njegovu 
postnatalnu ekspresiju. U serumu su obično prisutne niske, ali detektabilne razine Sklerostina 
(109) (pitanje „leaky“ transkripcije ili proizvodnje u drugim stanicama gdje bi transkripcija 
bila regulirana drugim regulatornim elementima), a klinička slika je blaža nego u sklerosteozi. 
Worthova bolest posljedica je mutacije LRP5 s pojačanom aktivnošću receptora i sličnom no 




Gubitkom funkcije LRP5 gena (i time ihibicijom kanonskog Wnt signalinga) razvija se 
Osteoporoza-pseudogliom koji se u oboljih manifestira ranim razvojem osteoporoze i 
sljepoće zbog poremećene vaskularizacije oka. Ovo je stanje analogno prejakoj stimulaciji 
Sklerostinom, iako je regulacija istog u oboljelih neoštećena (112).  
 
 
Slika 12: Kronološki portreti bolesnice sa sklerosteozom. Bolesnica je rođena sa 
sindaktilijom, a tijekom djetinjstva je postupno razvila gluhoću, leziju facijalnog živca, 
dismorfiju lica, a kasnije i povišeni intrakranijalni tlak od čega je i preminula u dobi od 54 
godine. Preuzeto iz Moester, 2010. (113). 
 
Budući da ovaj citokin ima centralnu ulogu u negativnoj regulaciji koštanog metabolizma 
kroz suprimiranje kanonskog WNT signalnog puta, njegova se inhibicija pokazala uspješnim 
terapijskim pristupom u oboljelih od osteoporoze (114). Zanimljivo je ipak kako su povišene 
vrijednosti Sklerostina prema nekim radovima vezane uz povišen rizik fraktura (115), ali isto 
nije potvrđeno u drugim istraživanjima (116). Također je na neki način iznenađujuće kako su 
povišene vrijednosti Sklerostina vezane uz veću mineralnu gustoću kostiju u nizu studija na 
različitim populacijama ispitanika (116-119), te su čak niže u bolesnica s osteporozom u 
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odnosu na one bez osteoporoze (120). Moguće je da su stoga povišene vrijednosti Sklerostina 
dijelom i odraz povećanog broja osteocita/veće koštane mase.  
 
Pokazano je da stanice multiplog mijeloma mogu ektopično proizvoditi Sklerostin i negativno 
utjecati na izgradnju kosti (121-123), vrijednosti Sklerostina koreliraju s uznapredovalim 
stadijem mijeloma, a povišene vrijednosti povezane su s kraćim preživljenjem oboljelih 
(122,124). Uloga Sklerostina u mijeloproliferativnim bolestima nije detaljno istraživana, a 
pokazano je tek da mezenhimalne matične stanice izolirane iz bolesnika s PMF pokazuju 
transkripcijsku aktivaciju gena uključenih u metabolizam kosti (ukljućujući SOST) što je 
shvaćeno u sklopu TGF-β stimulacije (26).  
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1.6. Sonic Hedgehog signalni put 
Sonic Hedgehog (SHH) jedan je od tri homologna liganda Hedgehog signalnog puta (Sonic, 
Desert i Indian Hedgehog) i najbolje je proučen u odnosu na ostale Hedgehog ligande. S 
obzirom na centralnu ulogu tijekom embrionalnog razvoja i u homeostazi HSC, poremećaji 
SHH signalnog puta povezani su s razvojnim anomalijama, malignom preobrazbom stanica, 
poticanjem fibroze i neoangiogeneze. Prepoznati su kanonski SHH signalni put koji je ovisan 
o Onkogen-povezan-s-gliblastomom (GLI prema eng. Glioblastoma associated oncogene) 
transkripcijskom čimbeniku i ne-kanonski SHH signalni put koji je neovisan o GLI 
transkripcijskom čimbeniku (125). 
 
Pregled kanonskog SHH signalnog puta prikazan je na Slici 13A. Bez SHH stimulacije, GLI 
proteini se nalaze u citoplazmatskom kompleksu s inhibitornom molekulom Supresorom-
Fused-proteina (SUFU prema eng. Supressor-of-Fused), nespecifično su fosforilirani 
djelovanjem CK1, GSK3 i Protein-kinaze-A (PKA prema eng. Protein-kinase-A) te potom 
ubikvitinirani i razgrađeni (125,126). Kanonski SHH signalni put aktivira se vezanjem SHH 
liganda na receptor Patched. To dovodi do internalizacije receptora i prestanka inhibicije 
proteina Smoothened koja postoji bez SHH stimulacije. Oslobođeni Smoothend protein 
akumulira se u području primarnih cilija na membrani stanica i još ne potpuno razjašnjenom 
serijom molekularnih interakcija oslobađa i aktivira obitelj GLI proteina koji se akumuliraju u 
staničnoj jezgri i dovode do transkripcije ciljnih gena (GLI1 ima ulogu aktivotora, GLI3 
represora transkripcije, a GLI2 pokazuje oba svojstva). GLI1 je glavni transkripcijski efektor 
kanonskog SHH signalnog puta. SHH ciljni geni potiču proliferaciju stanica (MYC, CCND1), 
preživljavanje stanica kočenjem apoptoze (BCL2) te promoviraju fibrozu (TGF-β) i 
neoangiogenezu (VEGF) (127). Prepoznata je sposobnost malignih stanica da autokrino i 
parakrino aktiviraju SHH signalnu kaskadu proizvodnjom SHH liganda čime održavaju za 
tumor stimulativni mikrookoliš (126) (Slika 13B).  
 
SHH signaling ima centralnu ulogu u metabolizmu kosti. SHH inhibitorno djeluje na 
diferenciranje mezenhimalnih matičnih stanica u osteoblaste (128), a njegova pojačana 
aktivnost promovira proizvodnju Ligand-receptora-koji-aktivira-jezgreni-čimbenik-kappa-B 
(RANKL prema eng. Receptor-activator-of-nuclear-factor-kappa-B-ligand) čime indirektno 





Slika 13: A) Shematski prikaz SHH signalnog puta i JAK signalnog puta u zdravim 
stanicama. B) Prikaz mogućih načina njegove aktivacije u mijeloproliferativnim bolestima. 
Preuzeto iz Tibes, 2014. (130). 
 
Uloga aktiviranog SHH signalnog puta prepoznata je u nizu fibrotskih poremećaja (131) kao 




Hedgehog signaling je aktiviran i u nizu malignih bolesti (125) kao npr. u karcinomu 
gušterače, karcinomu pluća, bazocelularnom karcinomu, mijeloidnim i limfatičkim 
hematopoetskim tumorima i važan je za opstanak tumorskih matičnih stanica. Npr, pojačana 
aktivnost SHH signalnog puta prisutna je u CML tumorskim matičnim stanicama u usporedbi 
sa zrelijim oblicima tumorskih stanica, a tijekom progresije bolesti prema nezrelijim oblicima 
stanica nalazi se sve snažnija aktivnost ovog signalnog puta (132-136). Aktivacija SHH u 
AML vezana je uz rezistenciju na kemoterapiju i lošu prognozu bolesti (137,138).  
 
Spoznaje o SHH signalnom putu u PMF su oskudne. U temeljnom radu (koji je objavljen 
samo kao sažetak na kongresu) opisan je klinički učinak Sonidegiba (Smoothend inhibitora) u 
kombinaciji s JAK inhibitorom u mišjem modelu bolesti (139). U istom je sažetku opisana 
20-100 puta veća ekspresija SHH ciljnih gena uključujući GLI1 i Patched1 u ljudi oboljelih 
od MPN u odnosu na zdrave kontrole. Unatoč oskudnim predkliničkim iskustvima, više 
spojeva koji inhibiraju ovaj put uključeno je u rane faze kliničkih istraživanja u oboljelih od 








Budući da dosadašnje spoznaje ukazuju na moguću ulogu WNT i SHH signalnih putova u 
patogenezi PMF (povezanost sa staničnom proliferacijom, malignom preobrazbom, 
metabolizmom kosti, neoangiogenezom i poticanjem fibroze), naša je hipoteza kako u 
tumorskom tkivu PMF i SMF postoji narušena ravnoteža izraženosti gena i proteina WNT i 




3. CILJEVI RADA 
3.1. Opći cilj 
Opći cilj istraživanja je ispitati promjene WNT i SHH signalnih puteva na uzorcima koštane 
srži bolesnika oboljelih od PMF i SMF i pojasniti njihovu ulogu u patogenezi ovih bolesti.  
 
3.2. Specifični ciljevi 
• Analizom izraženosti gena WNT3a, β-katenin, SHH, GLI1 i SOST u uzorcima PMF i 
SMF dopuniti genetički profil ovih bolesti.  
• Imunohistokemijski analizirati proteinske produkte WNT3a, β-katenin, SHH, GLI1 i 
Sklerostin u tumorskom tkivu ovih bolesti. 
• Usporedbom rezultata dobivenih genetičkim i imunohistokemijskim analizama, te 
kliničkih pokazatelja, prikazati međuodnos ova dva signalna puta i njihovu moguću 




4. ISPITANICI I METODE 
4.1. Ispitanici i materijal 
U ovo su istraživanje uključeni bolesnici oboljeli od PMF i SMF i kontrolni ispitanici s 
limitiranim stadijem agresivnog Non Hodgkinovog limfoma (NHL prema eng. Non Hodgkin 
lymphoma) bez zahvaćanja koštane srži koji su u razdoblju od studenog 2006. do listopada 
2016. bili evaluirani uz uzorkovanje koštane srži u Zavodu za hematologiju Kliničke bolnice 
Dubrava, Zagreb. Svi ispitanici su ispunili odgovarajući informirani pristanak. Istraživanje je 
odobreno od strane etičkog povjerenstva Medicinskog Fakulteta Sveučilišta u Zagrebu i 
etičkog povjerenstva Kliničke bolnice Dubrava.   
 
Materijal korišten za analize je tkivo koštane srži oboljelih od PMF i SMF, odnosno 
kontrolnih ispitanika. Materijal je dobiven biopsijom kosti/aspiracijom koštane srži u 
području spine ilijake posterior superior prilikom rutinske obrade osnovne bolesti (Slika 14). 
 
 
Slika 14: Lokacija odabira za uzorkovanje koštane srži (spina ilijaka superior posterior) i 
položaj bolesnika prilikom uzorkovanja koštane srži. Preuzeto i adaptirano prema 




Bioptat kosti je nakon zahvata fiksiran u formalinu, potom dekalciniran i uklopljen u parafin 
te su učinjena standardna bojenja. Dijagnoza bolesti postavljena je prema WHO (22), odnosno 
IWG-MRT kriterijima (39). Stupanj fibroze koštane srži procijenjen je prema Europskom 
konsenzusu (37).  
 
Aspirat koštane srži je nakon uzorkavanja centrifugiran na fikolu (Histopaque, Sigma, St 
Louis, MO; density 1.077 g/mL) čime je izdvojen sloj mononukleranih stanica. 
Mononuklearne stanice koštane srži su do postupka izolacije nukleinskih kiselina pohranjene 





4.2.1. Klinički parametri i laboratorijski testovi 
Bolesnici su prilikom evaluacije pregledani na standardni način uz uzimanje anamneze i 
fizikalni pregled. Veličina jetre i slezene procijenjene su palpacijom. Bolesnici su nadalje 
redovito praćeni u vremenskim razmacima ovisnim o agresivnosti/dinamici bolesti. Podaci sa 
zadnje dostupne kontrole odnosno informacija o datumu smrti korišteni su radi procjene 
preživljenja (dužina praćenja i status 1=preminuo, 0=živ/izgubljen iz praćenja). 
 
Prilikom inicijalne evaluacije kad je uzorkovana koštana srž zabilježeni su osnovni 
demografski podaci (dob i spol), osnovne karakteristike bolesti (prisutnost B simptoma, 
ovisnost o transfuziji, veličina jetre i slezene, JAK2 V617F mutacijski status, stupanj fibroze 
koštane srži, prisutnost leukemijske transformacije bolesti, IPSS i DIPSS skor/kategorija 
rizika) i sljedeći laboratorijski parametri: hemoglobin, MCV, RDW, broj leukocita, postotak 
cirkulirajućih blasta, broj trombocita, LDH, CRP, serumsko željezo, ukupni kapacitet vezanja 




4.2.2. Izolacija RNA i RT-PCR 
Iz pohranjenih mononuklearnih stanica učinjena je izolacija ukupne RNA koristeći guanidinij 
izotiocijanat-fenol (TRI Reagent®, SIGMA-ALDRICH, Darmstadt, Germany), kloroform te 
precipitaciju vodene faze homogenata stanica izopropanolom i centrifugiranjem te taloženjem 
RNA etanolom. Osušeni talog RNA otopljen je u 20 ul sterilne vode. Dalje se uzima 1 ug 
RNA za postupak reverzne transkripcije u komplementarnu deoksiribonukleinsku kiselinu 
(cDNA prema eng. complementary deoxyribonucleic acid) (High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit, Thermo Fisher SCIENTIFIC, Waltham, MA). Uzorci ispitanika su 
umnoženi u lančanoj reakciji polimeraze u realnom vremenu (RT-PCR) u uređaju ABI Prism 
7300 Sequence Detection system (Thermo Fisher SCIENTIFIC) koristeći sljedeće eseje za 
ispitivane gene: 
 
• WNT3a: WNT3a Hs00263977_m1 Thermo Fischer Scientific 
• β-katenin: CTNNB1 Hs00355049_m1 Thermo Fischer Scientific 
• SOST: SOST Hs00228830_m1 Thermo Fischer Scientific 
• SHH: SHH Hs03454385_m1 Thermo Fischer Scientific 
• GLI1: GLI1 Hs01110766_m1 Thermo Fischer Scientific 
 
RT-PCR je učinjen u duplikatu za svaki uzorak. Relativna ekspresija je izračunata i prikazana 
kao razlika u ciklusima praga detekcije (ΔCT prema eng. difference in threshold cycles) 
između ciljnog gena i referentnog gena ABL (CTCILJNI GEN – CTABL). Niža vrijednost ukazuje 
na višu ekspresiju ciljnog gena (niža ΔCT vrijednost za ciljni gen sugerira da je prisutna veća 
početna količina RNA ciljnog gena te njenim umnažanjem ranije dolazi do oslobađanja 




4.2.3. Imunohistokemijska analiza 
Nakon deparafiniranja i rehidracije uzoraka učinjeno je razotkrivanje antigena (citratni pufer  
pH 6, mikrovalna pećnica 2x10 min/600 W). Zatim je blokirana endogena aktivnost 
peroksidaze (3% vodikov peroksid/5min) te su uzorci inkubirani s primarnim antitijelima.  
 
• Za analizu WNT3a ekspresije korišteno je WNT-3a AHP2188, rabbit polyclonal, BIO-
RAD primarno antitijelo u razrijeđenju 1:400, vrijeme inkubacije 1 sat na sobnoj 
temperaturi. 
• Za analizu β-katenin ekspresije korišteno je Beta catenin, monoclonal mouse clone β-
catenin-1, Dako primarno antitijelo u razrijeđenju 1:100, vrijeme inkubacije 30 minuta 
na sobnoj temperaturi. 
• Za analizu Sklerostin ekspresije korišteno je Sclerostin 21933-1-AP, rabbit polyclonal, 
Proteintech primarno antitijelo u razrijeđenju 1:50, vrijeme inkubacije 1 sat na sobnoj 
temeperaturi. 
• Za analizu SHH ekspresije korišteno je Shh (H-160) sc-9024, rabbit polyclonal, Santa 
Cruz Biotechnology primarno antitijelo u razrijeđenju 1:100, vrijeme inkubacije preko 
noći na 4°C. 
• Za analizu GLI1 ekspresije korišteno je Anti GLI-1 NB600-600, rabbit polyclonal, 
Novus biologicals primarno antitijelo u razrijeđenju 1:600, vrijeme inkubacije preko 
noći na 4°C. 
 
Kao vizualizacijski sustav korišten je Envision Flex, K8000 HRP, rabbit/mouse Dako. Kao 
sekundarno antitijelo korišteno je EnVision FLEX, inkubacija 30 min na sobnoj temperaturi, 
te diaminobenzidin (DAB prema eng. diaminobenzidine) kao kromogen, inkubacija 10 minuta 
na sobnoj temperaturi. Nakon svakog koraka uzorci su ispirani „Wash buffer“ puferom 2-3 
minute. Uzorci su nakon provedenog postupka kontrastirani hematoksilinom. Kao pozitivne 
kontrole korišteni su uzorci tkiva kolorektalnog karcinoma (WNT3a, SHH, GLI1), tkivni 
mikropostroj od uzoraka tkiva apendiksa, tonzile, pankreasa i jetre (β-katenin), odnosno 
osteociti u analiziranim uzorcima koštane srži (Sklerostin). 
  
Dva iskusna hematopatologa procijenjivali su ekspresiju ciljnih proteina, nedoumice su 
rješene konsenzusom. Ekspresija je semikvantificirana na nekoliko načina. Radi procjene 
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ukupne ekspresije svakom uzorku dodijeljen je imunohistokemijski postotni skor stanica 
koje su izražavale ciljni protein i to na način da brojevi od 0 do 4 označavaju postotak 
pozitivnih stanica u odnosu na sve prisutne stanice s izuzetkom masnih stanica (0=0%, 1=1%-
25%, 2=26%-50%; 3=51%-75%; 4=76%-100%). Zatim je procijenjena ekspresija na 
pojedinima karakterističnim tipovima stanica koje imaju ulogu u patogenezi bolesti 
(megakariociti, vaskularne endotelne stanice, mijeloloza) i to u obliku imunoreaktivnog 
skora (IRS) koji predstavlja umnožak intenziteta bojanja (0=negativno; 1=slabo; 
2=umjereno; 3=jako) i postotka pozitivnih stanica određenog tipa  (0=0%, 1=1%-25%, 
2=26%-50%; 3=51%-75%; 4=76%-100%). Po svakom staklu analizirano je najmanje 2000 




4.3. Statistička obrada podataka 
Normalnost distribucije numeričkih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Budući da 
rezultati kvantifikacije ekspresije testiranih gena i proteina, ali i većina drugih numeričkih 
parametara nisu bili normalno distribuirani, numeričke varijable prikazane su kao medijan i 
interkvartilni raspon (IQR prema eng. interquartile range). Kategorijske varijable prikazane su 
kao broj i postotak. Za usporedbu kvantificirane ekspresije gena i proteina između dijagnoza 
korištena je Kruskal-Wallis ANOVA i odgovarajući naknadni test (Conoverov test). Mann 
Whitney U test, χ2 test i Spearmanova rank korelacija korišteni su gdje je bilo prikladno. 
 
Analiza preživljenja bazirana je na metodi prema Kaplan i Meieru (143). Medijan praćenja 
izračunat je pomoću obrnutog Kaplan-Meier procjenitelja (144). Za usporedbu preživljenja 
između grupa bolesnika korištena je Cox-Mantel verzija log-rank testa (145). Za odabir 
vijednosti u kojoj će se prelomiti kvantificirana ekspresija ciljnog gena/proteina na dvije 
grupe bolesnika korištena je analiza ROC krivulje (prema eng. Receiver Operating 
Characteristic curve analysis), a status preživljenja korišten je kao klasifikacijska varijabla. 
Povezanost podataka s preživljenjem je skrinirana koristeći posebno prilagođenu MS Excel 
radnu knjigu (146), a rezultati su potvrđeni koristeći komercijalni statistički program 
MedCalc - MedCalc Statistical Software version 16.2.0 (MedCalc Software bvba, Ostend, 
Belgium). Ostali statistički testovi također su učinjeni pomoću istog programa. P vrijednosti 




5.1. Karakteristike ispitanika 
Analizirano je ukupno 84 ispitanika i to 51 (61%) bolesnik s PMF, 15 (18%) bolesnika sa 
SMF (8 bolesnika s post PRV SMF i 7 bolesnika s post ET SMF) i 18 (21%) kontrolnih 
ispitanika (Slika 15). Ukupno 59 (87%) bolesnika evaluirano je prilikom postavljanja 
dijagnoze, a 9 (13%) bolesnika je evaluirano u praćenju nakon prethodno postavljene 
dijagnoze. Pregled karakteristika svih bolesnika dan je u Tablici 6. Bolesnici s PMF i SMF su 
se statistički značajno razlikovali u udjelu bolesnika s leukemijskom transformacijom bolesti i 
prema stupnju fibroze koštane srži (što je posljedica dijagnostičkih kriterija za SMF). 
Bolesnici se nisu statistički značajno (n.z.) razlikovali po dobi ili spolu u odnosu na kontrolne 
ispitanike. 
  
Imunohistokemijske analize rađene su na 69 ispitanika (41 bolesnik s PMF, 15 bolesnika sa 
SMF i 13 kontrolnih ispitanika). Genetičke analize rađene su na 49 ispitanika (29 bolesnika s 
PMF, 4 bolesnika sa SMF i 16 kontrolnih ispitanika). Razlike u broju bolesnika analiziranih 
pojedinih tehnikama su prouzrokovane različitom dostupnošću potrebnih vrsta tkiva. Npr. 
uzorci koštane srži potrebni za genetičke analize u pojedinim slučajevima nisu bili pohranjeni 
u odgovarajućem trenutku ili uzorkovanje nije uspjelo (suha punkcija ili uzorak s dominantno 
perifernom krvi) te je broj dostupnih uzoraka bio manji. 
 
 
Slika 15: Prikaz udjela pojedinih dijagnoza u ukupnom uzorku od 84 ispitanika. 
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Tablica 6: Prikaz karakteristika bolesnika s PMF i SMF. 
 PMF SMF Mijelofibroze ukupno 
Ukupno bolesnika 51 15 66 









JAK2 V617F pozitivni 35 (69%) 10 (67%) 45 (68%) 
Hemoglobin (g/L) 107 IQR (95 - 125) 103 IQR (97,5 - 122,5) 105,5 IQR (96 - 126,3) 
MCV (fL) 86,4 IQR (80,6 - 93,3) 87,2 IQR (83,3 - 98,2) 86,8 IQR (81,2 - 93,4) 
RDW (%) 19,8 IQR (18,6 - 21) 19,3 IQR (18,5 - 20,8) 19,6 IQR (18,5 - 21) 
Leukociti (x109/L) 10,5 IQR (7,1 - 13,8) 12,3 IQR (5,8 - 19,8) 10,7 IQR (6,8 - 15,9) 
≥1% blasta u per. krvi 17 (35%) 9 (60%) 26 (41%) 
Trombociti (x109/L) 355 IQR (199 - 574) 324 IQR (138 - 534) 336 IQR (179,3 - 546,5) 
CRP (mg/L) 5,35 IQR (1,7 - 13,7) 5,05 IQR (2,3 - 14,3) 5,3 IQR (2 – 14,2) 
LDH (U/L) 516 IQR (301 - 883) 636 IQR (415 - 804) 538,5 IQR (351,5 - 847) 
Saturacija transferina 25% IQR (14% - 34%) 23% IQR (12% - 33%) 
25% IQR (13% - 34%) 
 
Feritin (µg/L) 152 IQR (69 - 338) 276 IQR (42,5 - 922,5) 159 IQR (62,5 - 390,3) 
















Leukemijska transform.* 1 (2%) 4 (27%) 5 (8%) 












Palpabilna jetra 27 (59%) 10 (67%) 37 (61%) 
Prisutni B simptomi 17 (35%) 7 (47%) 24 (38%) 













































Medijan praćenja (median follow-up) analizirane kohorte bolesnika s PMF i SMF bio je 46,8 
mjeseca, a medijan ukupnog preživljenja (OS) bio je 71,2 mjeseca (Slika 16A). Bolesnici s 
PMF i SMF nisu se statistički značajno razlikovali u OS. I IPSS (Slika 16B) i DIPSS su mogli 




Slika 16: A) Prikaz krivulje OS za sve analizirane bolesnike. B) OS prema IPSS grupama 





5.2. Kanonski Wnt signalni put 
5.2.1. WNT3a 
I u bolesnih i u zdravih ispitanika detektirali smo ekspresiju WNT3a u koštanoj srži. 




Slika 17: Prikaz imunohistokemijskog bojenja na WNT3a u koštanoj srži bolesnika oboljelog 
od PMF, povećanje x400. 
 
Kvantifikacija ekspresije WNT3a u obliku imunohistokemijskog postotnog skora, IRS u 
megakariocitima, IRS u vaskularnim endotelnim stanicama i IRS u mijelolozi prikazana je u 
Tablici 7. 
 
Detektirali smo statistički značajnu razliku u WNT3a imunohistokemijskom postotnom skoru 
između dijagnoza (P=0,029). PMF i SMF su imale statistički značajno viši WNT3a postotni 
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skor u odnosu na kontrole (P<0,05 za obje usporedbe), ali razlika nije bila statistički značajna 
između PMF i SMF (Slika 18A). Također je bila prisutna statistički značajna razlika u 
WNT3a IRS u megakariocitima između dijagnoza (P<0,001). PMF i SMF su imale statistički 
značajno viši WNT3a IRS u megakariocitima u odnosu na kontrole (P<0,05 za obje 
usporedbe), ali nije bilo statistički značajne razlike između PMF i SMF (Slika 18B). WNT3a 
RT-PCR signal nije bio adekvatan za tumačenje. Nije bilo statistički značajne razlike u 
ekspresiji WNT3a mjerenoj na ostale načine.  
 










PMF 2 IQR (2 - 3) 3 IQR (2 - 6) 0 IQR (0 - 2) 3,5 IQR (2 - 6) 
SMF 3 IQR (2 - 3) 3 IQR (2 - 6) 0 IQR (0 - 0) 6 IQR (3 - 6) 
Kontrole 2 IQR (1 - 2) 1 IQR (0 - 1) 0 IQR (0 - 0) 3 IQR (1 - 4) 
P vrijednost 0,029 <0,001 n.z. n.z 
*prisutna je statistički značajna razlika između dijagnoza (Kruskal-Wallis ANOVA, P<0,05) 
 
Korelacija s kliničkim parametrima:  
• Viši WNT3a imunohistokemijski postotni skor bio je statistički značajno povezan s 
višom razinom hemoglobina (P=0,026 za MF, n.z. za PMF, P=0,039 za SMF) i nižom 
razinom serumskog željeza (P=0,046 za MF, n.z. za PMF ili SMF zasebno). WNT3a 
imunohistokemijski postotni skor stanica nije bio statistički značajno povezan s OS 
(Slika 19). 
• Viši WNT3a IRS u megakariocitima bio je statistički značajno povezan s većim 
stupnjem fibroze koštane srži (P=0,039 za MF, n.z. za PMF i SMF), nižim DIPSS 
skorom u SMF (P=0,019 za SMF, n.z. za PMF i MF), većim brojem leukocita 
(P=0,044 za MF, P=0,02 za PMF, n.z. za SMF), nižim MCVom (P=0,042 za MF, n.z. 
za PMF i SMF), nižom razinom serumskog željeza (P=0,027 za MF, n.z. za PMF i 
SMF) i nižom saturacijom tranferina (P=0,022 za MF, n.z. PMF, P=0,047 za SMF). 
WNT3a IRS u megakariocitima nije bio statistički značajno povezan s OS. 
• Viši WNT3a IRS u vaskularnim endotelnim stanicama bio je statistički značajno 
povezan s većim stupnjem fibroze koštane srži u PMF (P=0,013 za PMF, n.z. za MF i 
SMF) i nižim MCVom (P=0,039 za MF, P=0,014 za PMF, n.z. za SMF). WNT3a IRS 
u vaskularnim endotelnim stanicama nije bio statistički značajno povezan s OS. 
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• Viši WNT3a IRS u mijelolozi bio je statistički značajno povezan s većim stupnjem 
fibroze koštane srži (P=0,001 za MF, P=0,032 za PMF, P=0,004 za SMF). WNT3a 
IRS u mijelolozi nije bio statistički značajno povezan s OS. 
 
 
Slika 18: A) WNT3a imunohistokemijski postotni skor bio je statistički značajno veći u 
bolesnika s PMF i SMF u odnosu na kontrole. B) WNT3a IRS u megakariocitima bio je 









Slika 19: WNT3a imunohistokemijski postotni skor nije bio statistički značajno povezan s 





I u bolesnih i u zdravih ispitanika detektirali smo ekspresiju β-katenina u koštanoj srži. 
Pozitivitet na β-katenin bio je prisutan dominantno u endotelu i u megakariocitima (Slika 20). 
 
 
Slika 20: Prikaz imunohistokemijskog bojenja na β-katenin u koštanoj srži bolesnika 





Kvantifikacija ekspresije β-katenina u obliku imunohistokemijskog postotnog skora, IRS u 
megakariocitima, IRS u vaskularnim endotelnim stanicama, IRS u mijelolozi, te kao mRNA 
ekspresija prikazana je u Tablici 8. 
 
Imunohistokemijski postotni skor stanica koje izražavaju β-katenin nije se statistički značajno 
razlikovao između dijagnoza, a zbog razloga što su megakariociti i vaskularne endotelne 
stanice (iako umnoženi u oboljelih od mijelofibroze) iznosili manje od 25% i u zdravim i u 
bolesnim koštanim sržima. Detektirali smo statistički značajnu razliku u β-katenin IRS u 
vaskularnim endotelnim stanicama između dijagnoza (P=0,016). PMF i SMF imale su 
statistički značajno viši β-katenin IRS u vaskularnim endotelnim stanicama u odnosu na 
kontrole (P<0,05 za obje usporedbe), ali nije bilo statistički značajne razlike između PMF i 
SMF (Slika 21A). β-katenin mRNA ekspresija se statistički značajno razlikovala između 
dijagnoza (P<0,001). PMF i SMF imale su statistički značajno višu β-katenin mRNA 
ekspresiju u odnosu na kontrole (P<0,05 za obje usporedbe), dok nije bilo statistički značajne 
razlike između PMF i SMF (Slika 21B). Nije bilo statistički značajne razlike u ekspresiji β-
katenina mjerenoj na ostale načine.  
 













PMF 1 IQR (1 - 1) 7 IQR (3,25 - 12) 8 IQR (3,5 - 9) 0 IQR (0 - 1) -4,6 IQR (-5,2 - -3,8) 
SMF 1 IQR (1 - 1) 8 IQR (8 - 12) 4 IQR (3 - 9) 0 IQR (0 - 0) -4,3 IQR (-4,9 - -3,6) 
Kontrole 1 IQR (1 - 1) 8 IQR (4 - 12) 2 IQR (0 - 4) 0 IQR (0 - 0) -3,4 IQR (-3,7 - -2,3) 
P vrijednost n.z. n.z. 0,016 n.z. <0,001 
*prisutna je statistički značajna razlika između dijagnoza (Kruskal-Wallis ANOVA, P<0,05) 
 
Korelacija s kliničkim parametrima:  
• Viši β-katenin IRS u megakariocitima bio je statistički značajno povezan sa ženskim 
spolom u SMF (P=0,036 za SMF, n.z. za PMF i MF) i većim RDWom u SMF 
(P=0,009 za SMF, n.z. za PMF i MF). Viši β-katenin IRS u megakariocitima bio je 
statistički značajno povezan s boljim OS (P=0,009 za MF, P=0,026 za PMF, n.z. za 
SMF) (Slika 22A). 
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• Viši β-katenin IRS u vaskularnim endotelnim stanicama bio je statistički značajno 
povezan sa stupnjem fibroze koštane srži, ali u različitim smjerovima (pozitivna 
korelacija u PMF, P=0,011, negativna korelacija u SMF, P=0,028), višom dobi 
bolesnika u SMF (P=0,005 za SMF), višom razinom hemoglobina u SMF (P=0,022 za 
SMF, n.z. za PMF i MF), većim brojem leukocita u PMF (P=0,016 za PMF, n.z. za 
SMF i MF) i većom jetrom (P=0,046 za MF, n.z. za PMF i SMF). β-katenin IRS u 
vaskularnim endotelnim stanicama nije bio statistički značajno povezan s OS. 
• Viši β-katenin IRS u mijelolozi bio je statistički značajno povezan s većim MCVom u 
SMF (P=0,035 za SMF, n.z. za PMF i MF). β-katenin IRS u mijelolozi nije bio 
statistički značajno povezan s OS. 
• Viša β-katenin mRNA ekspresija statistički je značajno bila povezana s višim DIPSS 
skorom (P=0,021 za MF, n.z. za PMF i SMF) i nižom razinom hemoglobina (P=0,004 
za MF, P=0,02 za PMF, n.z. za SMF – P=0,051). β-katenin mRNA ekspresija nije bila 





Slika 21: A) β-katenin IRS u vaskularnim endotelnim stanicama bio je statistički značajno 
veći u bolesnika s PMF i SMF u odnosu na kontrole. B) β-katenin mRNA relativna ekspresija 
bila je statistički značajno veća u bolesnika s PMF i SMF u odnosu na kontrole (ΔCT 










Slika 22: A) Viši β-katenin IRS u megakariocitima bio je statistički značajno povezan s 







I u bolesnih i u zdravih ispitanika detektirali smo ekspresiju Sklerostina u koštanoj srži. 
Sklerostin je bio eksprimiran u osteocitima, ali također u megakariocitima, mijelolozi te nešto 
slabije u endotelu (Slika 23).  
 
 
Slika 23: Prikaz imunohistokemijskog bojenja na sklerostin u koštanoj srži bolesnika 
oboljelog od PMF, povećanje x400.  
 
Kvantifikacija ekspresije Sklerostina/SOSTa u obliku imunohistokemijskog postotnog skora, 
IRS u megakariocitima, IRS u vaskularnim endotelnim stanicama, IRS u mijelolozi, te kao 




Nismo detektirali statistički značajnih razlika u ekspresiji Sklerostina/SOSTa mjerenoj na 
različite načine između dijagnoza (Slika 24).  
 













PMF 3 IQR (3 - 4) 8 IQR (4 - 8) 6 IQR (4 - 9) 8 IQR (6 - 9) 19 IQR (12,9 - 23,1) 
SMF 3 IQR (2 - 4) 4 IQR (3 - 7,5) 
6 IQR (3,75 - 
8,75) 
7 IQR (4,5 - 8) 13,4 IQR (13,4 - 14) 
Kontrole 3 IQR (2 - 4) 8 IQR (4 - 8) 8 IQR (2 - 8) 8 IQR (6 - 12) 19,2 IQR (16 - 24,3) 




Korelacija s kliničkim parametrima:  
• Viši Sklerostin imunohistokemijski postotni skor bio je statistički značajno povezan s 
ovisnošću o transfuziji (P=0,036 za MF, n.z. za PMF i SMF), manjim postotkom 
cirkulirajućih blasta (P=0,042 za MF, n.z. za PMF i SMF) i većom jetrom u SMF 
(P=0,033 za SMF, n.z. za PMF i MF). Viši Sklerostin imunohistokemijski postotni 
skor bio je statistički značajno povezan s boljim OS (P=0,03 za MF, P=0,035 za PMF, 
n.z. za SMF) (Slika 25A). 
• Viši Sklerostin IRS u megakariocitima bio je statistički značajno povezan s višim 
stupnjem fibroze koštane srži u PMF (P=0,029 za PMF, n.z. za SMF i MF), većom 
jetrom u SMF (P=0,026 za SMF, n.z. za PMF i MF) i nižim MCVom (P=0,036 za MF, 
n.z. za PMF i SMF). Viši Sklerostin IRS u megakariocitima bio je statistički značajno 
povezan s boljim OS u PMF (P=0,017 za PMF, n.z. za SMF i MF). 
• Viši Sklerostin IRS u vaskularnim endotelnim stanicama bio je statistički značajno 
povezan s ovisnošću o transfuziji (P=0,036 za MF, n.z. za PMF i SMF) i višim 
stupnjem fibroze koštane srži u PMF (P=0,047 za PMF, n.z. za SMF i MF). Sklerostin 
IRS u vaskularnim endotelnim stanicama nije bio statistički značajno povezan s OS. 
• Viši Sklerostin IRS u mijelolozi nija pokazivao statistički značajnih kliničkih 
korelacija.  
• Viša SOST mRNA ekspresija bila je statistički značajno povezana s višom dobi 
bolesnika (P=0,005 za MF, P=0,001 za PMF, n.z. za SMF), manjim postotkom 
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cirkulirajućih blasta u PMF (P=0,012 za PMF, n.z. za SMF i MF), većim brojem 
trombocita (P=0,031 za MF, P=0,033 za PMF, n.z. za SMF) i manjom slezenom 
(P=0,001 za MF, P=0,001 za PMF, n.z. za SMF), a moguće i višom razinom 
hemoglobina u SMF (P=0,051 za SMF, n.z. za PMF i MF). SOST mRNA ekspresija 
nije bila statistički značajno povezana s OS (P=0,084 za MF, P=0,082 za PMF, n.z. za 




Slika 24: A) Sklerostin imunohistokemijski postotni skor nije se statistički značajno 





razlikovala između dijagnoza (ΔCT vrijednosti su prikazane u obrnutom smjeru tako da je 
viša ekspresija postavljena više na grafikonu). 
 
 
Slika 25: A) Viši Sklerostin imunohistokemijski postotni skor bio je statistički značajno 
povezan s boljim OS. B) Ekspresija SOST mRNA nije bila statistički značajno povezana s OS, 









5.3. Sonic Hedgehog signalni put 
5.3.1. SHH 
I u bolesnih i u zdravih bolesnika detektirali smo ekspresiju SHH u koštanoj srži. Pozitivitet je 
bio prisutan u megakariocitima, te nešto slabije u endotelu i mijelolozi (Slika 26). 
 
 
Slika 26: Prikaz imunohistokemijskog bojenja na SHH u koštanoj srži bolesnika oboljelog od 
PMF, povećanje x400.  
 
Kvantifikacija ekspresije SHH u obliku imunohistokemijskog postotnog skora, IRS u 





Imunohistokemijski postotni skor stanica koje izražavaju SHH nije se statistički značajno 
razlikovao između dijagnoza (Slika 27A). Detektirali smo statistički značajnu razliku u SHH 
IRS u megakariocitima između dijagnoza (P<0,001). SMF je imala statistički značajno viši 
SHH IRS u megakariocitima u odnosu na PMF i kontrole, PMF je imala statistički značajno 
niže vrijednosti od SMF i statistički značajno više vrijednosti od kontrola (P<0,05 za sve 
usporedbe) (Slika 27B). SHH mRNA ekspresija bila je ispod detektabilne razine ekspresije 
korištenog eseja u većine bolesnika. Nije bilo statistički značajne razlike u ekspresiji SHH 
mjerenoj na ostale načine.  
 
 










PMF 2 IQR (2 - 2) 6 IQR (4 - 8) 4 IQR (2,5 - 5) 4 IQR (2 - 6) 
SMF 2 IQR (2 - 3) 8 IQR (4,5 - 12) 4 IQR (4 - 4) 5 IQR (2 - 8) 
Kontrole 2 IQR (1 - 3) 3 IQR (2 - 4) 4 IQR (0 - 7) 3 IQR (1 - 6) 
P vrijednost n.z. <0,001 n.z. n.z. 


















Korelacije s kliničkim parametrima:  
• Viši SHH imunohistokemijski postotni skor bio je statistički značajno povezan s nižim 
DIPSS skorom (P=0,039 za MF, P=0,038 za PMF, n.z. za SMF), leukemijskom 
transformacijom bolesti (P=0,039 za MF, n.z. za PMF i SMF), nižim postotkom 
cirkulirajućih blasta (P=0,016 za MF, P=0,003 za PMF, n.z. za SMF), većim brojem 
trombocita u PMF (P=0,016 za PMF, n.z. za MF i SMF) i manjom slezenom u PMF 
(P=0,024 za PMF, n.z. za SMF i MF). SHH imunohistokemijski postotni skor nije bio 
statistički značajno povezan s OS (Slika 28A). 
• Viši SHH IRS u megakariocitima bio je statistički značajno povezan s nižim IPSS 
skorom (P=0,021 za MF, P=0,007 za PMF, n.z. za SMF), nižim DIPSS skorom 
(P=0,042 za MF, P=0,006 za PMF, n.z. za SMF), leukemijskom transformacijom 
bolesti (P=0,008 za MF, n.z. za PMF i SMF), nižim postotkom cirkulirajućih blasta u 
PMF (P=0,012 za PMF, n.z. za SMF i MF), nižim RDWom (P=0,021 za MF, 0,025 za 
PMF, n.z. za SMF), nižom razinom serumskog željeza u PMF (P=0,024 za PMF, n.z. 
za SMF i MF) i nižom saturacijom transferina u PMF (P=0,024 za PMF, n.z. za SMF i 
MF). SHH IRS u megakariocitima nije bio statistički značajno povezan s OS. 
• Viši SHH IRS u vaskularnim endotelnim stanicama bio je statistički značajno povezan 
s većim stupnjem fibroze koštane srži u SMF (P=0,046 za SMF, n.z. za PMF i MF), 
višim LDH u SMF (P=0,03 za SMF, n.z. za PMF i MF) i višim CRPom u SMF 
(P=0,034 za SMF, n.z. za PMF i MF). Viši SHH IRS u vaskularnim endotelnim 
stanicama bio je statistički značajno povezan s lošijim OS (P<0,001 za MF, P=0,001 
za PMF, P=0,014 za SMF) (Slika 28B). 
• Viši SHH IRS u mijelolozi bio je statistički značajno povezan s leukemijskom 
transformacijom bolesti (P=0,029 za MF, n.z. za PMF, P=0,038 za SMF), nižim 
postotkom cirkulirajućih blasta u PMF (P=0,027 za PMF, n.z. za SMF i MF), s 
manjom slezenom u PMF (P=0,043 za PMF, n.z. za MF i SMF) i nižom razinom 
serumskog željeza u PMF (P=0,025 za PMF, n.z. za SMF i MF). Viši SHH IRS u 
mijelolozi u SMF bio je statistički značajno povezan s lošijim OS (P=0,032 za SMF, 





Slika 27: A) SHH imunohistokemijski postotni skor nije se statistički značajno razlikovao 
između dijagnoza. B) SHH IRS u megakariocitima bio je statistički značajno veći u bolesnika 
sa SMF u odnosu na PMF i kontrole, statistički značajno veći u bolesnika s PMF u odnosu na 








Slika 28: A) SHH imunohistokemijski postotni skor nije statistički značajno utjecao na OS, 
prikazane su kategorije postotnog skora. B) Viši SHH IRS u vaskularnim endotelnim 






I u bolesnih i u zdravih ispitanika detektirali smo ekspresiju GLI1 u koštanoj srži. Pozitivitet 
je bio prisutan u megakariocitima te mijelolozi. Endotel je pokazivao varijabilni pozitivitet 
(Slika 29).  
 
 
Slika 29: Prikaz imunohistokemijskog bojenja na GLI1 u koštanoj srži bolesnika oboljelog od 




Kvantifikacija ekspresije GLI1 u obliku imunohistokemijskog postotnog skora, IRS u 
megakariocitima, IRS u vaskularnim endotelnim stanicama, IRS u mijelolozi, te kao mRNA 
ekspresija prikazana je u Tablici 11. 
 
Imunohistokemijski postotni skor stanica koje izražavaju GLI1 nije se statistički značajno 
razlikovao između dijagnoza (Slika 30A). Detektirali smo statistički značajnu razliku u GLI1 
IRS u megakariocitima između dijagnoza (P<0,036). PMF i SMF imali su statistički značajno 
viši GLI1 IRS u megakariocitima u odnosu na kontrole (P<0,05 za obje usporedbe) dok 
razlika između PMF i SMF nije bila statistički značajna. (Slika 30B). Nije bilo statistički 
značajne razlike u ekspresiji GLI1 mjerenoj na ostale načine.  
 












PMF 2 IQR (1 - 2) 8 IQR (4 - 8) 4 IQR (0 - 6) 2,5 IQR (2 - 5,5) 7,2 IQR (6,4 - 8,2) 
SMF 2 IQR (1 - 2) 8 IQR (6 - 8) 3 IQR (2 - 5,5) 2 IQR (1,25 - 4) 7,3 IQR (6,4 - 10,1) 
Kontrole 1 IQR (1 - 2) 4 IQR (3 - 8) 2 IQR (0 - 6) 2 IQR (1 - 6) 6,9 IQR (6,4 - 8) 
P vrijednost n.z. P=0,036 n.z. n.z. n.z. 
*prisutna je statistički značajna razlika između dijagnoza (Kruskal-Wallis ANOVA, P<0,05) 
 
Korelacije s kliničkim parametrima: 
• Viši GLI1 imunohistokemijski postotni skor bio je statistički značajno povezan s 
prisutnošću B simptoma u SMF (P=0,041 za SMF, n.z. za PMF i MF). GLI1 
imunohistokemijski postotni skor nije bio statistički značajno povezan s OS (Slika 31). 
• Viši GLI1 IRS u vaskularnim endotelnim stanicama bio je statistički značajno povezan 
s višim stupnje fibroze koštane srži u PMF (P=0,045 za PMF, n.z. za SMF i MF) i 
nižim CRPom (P=0,037 za MF, P=0,036 za PMF, n.z. za SMF). GLI1 IRS u 
vaskularnim endotelnim stanicama nije bio statistički značajno povezan s OS.  
• Viši GLI1 IRS u megakariocitima i u mijelolozi nisu pokazivali statistički značajnih 
kliničkih korelacija.  
• Viša GLI1 mRNA ekspresija bila je povezana s višom razinom serumskog željeza u 
PMF (P=0,007 za PMF, n.z. za MF i SMF) i višom saturacijom transferina u PMF 
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(P=0,034 za PMF, n.z. za SMF i MF). GLI1 mRNA ekspresija nije bila statistički 





Slika 30: A) GLI1 imunohistokemijski postotni skor nije se statistički značajno razlikovao 
između dijagnoza. B) GLI1 IRS u megakariocitima bio je statistički značajno veći u bolesnika 







Slika 31: GLI1 imunohistokemijski postotni skor nije statistički značajno utjecao na OS, 





5.4. Povezanost između WNT i SHH signalnih puteva 
Korelacije između globalne ekspresije pojedinih elemenata analiziranih signalnih puteva 
(izražene kao imunohistokemijski postotni skor i/ili mRNA ekspresija) prikazane su u Tablici 
12.  
 
Tablica 12: Korelacije između globalne ekspresije elemenata pojedinih signalnih puteva 















































































































































































n.z. n.z. n.z. ** n.z. 
Poz 
P<0,001 
- n.z. *** 
GLI1 
mRNA eks. 
n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. n.z. *** n.z. *** - 
*WNT3 imunohistokemijski postotni skor statistički je značajno korelirao sa Sklerostin IRS u mijelolozi (Poz, 
P=0,042). β-katenin imunohistokemijski skor statistički je značajno korelirao sa Sklerostin IRS u 
megakariocitima (Poz, P=0,015) i Sklerostin IRS u vaskularnim endotelnim stanicama (Poz, P=0,014). 
**Sklerostin imunohistokemijski postotni skor statistički je značajno korelirao sa SHH IRS u vaskularnim 
endotelnim stanicama (Poz, P=0,049). SHH imunohistokemijski postotni skor statistički je značajno korelirao sa 
Sklerostin IRS u vaskularnim endotelnim stanicama (Poz, P=0,02). GLI1 imunohistokemijski postotni skor 
statistički je značajno korelirao sa Sklerostin IRS u megakariocitima (Poz, P=0,008), Sklerostin IRS u 
vaskularnim endotelnim stanicama (Poz, P=0,001) i Sklerostin IRS u mijelolozi (Poz, P=0,005).  
***GLI1 mRNA ekspresija statistički je značajno korelirala sa SHH IRS u vaskularnim endotelnim stanicama 




Rezultati prikazanog istraživanja pokazuju da su WNT i SHH signalni putevi aktivirani u 
oboljelih od PMF i SMF i sudjeluju u patogenezi ovih bolesti. Elementi kanonskog WNT 
signalnog puta su evidentno ukupno jače eksprimirani (kao i u pojedinim vrstama stanica) u 
odnosu na kontrole, dok su elementi SHH signalnog puta pojačano eksprimirani samo u 
megakariocitima (koji predstavljaju tumorske stanice) u oboljelih od PMF i SMF u odnosu na 
kontrole. Aktivacija kanonskog WNT signalnog puta mogla bi imati ulogu u neoangiogenezi, 
a pojačana ekspresija SHH u progresiji bolesti. Ove spoznaje podupiru našu hipotezu da 
postoji narušena ravnoteža gena i proteina ovih puteva u PMF i SMF i u skladu su s dijelom 
do sada objavljenih rezultata drugih autora koje elaboriramo u sljedećim odjeljcima. Uz 
iznimku imunohistokemijski analiziranog ekspresijskog profila β-katenina u PMF u odnosu 
na kontrole (kojeg naši rezultati potvrđuju), sve drugo prikazano predstavlja nove i originalne 
spoznaje u PMF i SMF. U usporedbi s ranijim rezultatima zaključujumo kako je ekspresijski 
profil β-katenina u post PRV i post ET SMF puno sličniji PMF nego izvornim bolestima 
(PRV i ET).  
 
Naši rezultati također ukazuju da ekspresija pojedinih elemenata kanonskog WNT i SHH 
signalnih puteva pozitivno korelira zajedno što je u skladu sa modelom u kojem ovi signalni 
putevi čine veću zajedničku mrežu međusobno isprepletenih signalnih puteva (76). Jedan od 
centralnih citokina važnih za patogenezu mijelofibroze, TGF-β (31,32,147,148), može 
pojačati ekspresiju molekula kanonskog WNT signalnog puta (β-katenin (149,150), Sklerostin 
(151,152)) i Sonic Hedgehog signalnog puta (SHH (153), GLI1 (154)) što je pokazano u 
različitim kontekstima. Pojačana aktivacija WNT i SHH signalnih puteva u PMF i post Ph- 
MPN SMF vjerojatno je odraz snažne upalne atmosfere prisutne u Ph- MPN koja formira 
mikrookoliš pogodan za preživljavanje i rast tumora. PMF i SMF značajno negativno utječu 
na kvalitetu života oboljelih (21), pokazuju agresivan klinički tijek (25), a trenutno dostupne 
terapijske opcije nisu zadovoljavajuće. Dokazi pojačane aktivacije kanonskog WNT i SHH 
signalnih puteva i kliničke korelacije koje smo pokazali mogu pomoći u identificiranju novih 
terapijskih pristupa u ovih bolesnika.  
 
Osvrnut ćemo se na karakteristike bolesnika, WNT signalni put, SHH signalni put, 
ograničenja našeg istraživanja te na publikacije proizašle iz istraživanja. 
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6.1. Osvrt na karakteristike bolesnika 
U usporedbi s jednom od većih publiciranih kohorti bolesnika s PMF (1000 bolesnika 
liječenih u Mayo Clinic, Rochester, MN, USA) (155), karakteristike naših bolesnika 
odgovaraju prethodno objavljenima bez većih odstupanja. Medijan dobi naših bolesnika s 
mijelofibrozom bio je 67 godina. Drugim riječima preko pola bolesnika bilo je starije životne 
dobi (>65 godina) što ograničava moguće terapijske opcije i predstavlja bod više u sustavima 
procjene rizika smrti IPSS i DIPSS. Muškarci čine većinu bolesnika (61%) što je također u 
skladu s tuđim observacijama.  
 
Učestalost JAK2 V617F mutacije je iznosila 68% i bila je podjednaka u grupi bolesnika s 
PMF i SMF. „Relativno visoka“ učestalost JAK2 V617F mutacije u grupi PMF bolesnika u 
odnosu na neke ranije observacije vjerojatno je odraz selekcijske pristranosti (eng. selection 
bias) prilikom postavljanja dijagnoze jer je dokaz JAK2 V617F mutacije jedan od velikih 
dijagnostičkih kriterija za PMF (i druge Ph- MPN). Prijavljena učestalost JAK2 V617F 
mutacije u PMF (156) razlikuje se od 35% (8) pa čak do 95% (157), te se u novijim 
kohortama bolesnika nalaze postoci znatno iznad 50% (između 60% i 70%) ovih bolesnika 
(48,155,158,159) kao i kod nas. Moguće je da je u ranijim kohortama gdje je niža učestalost 
JAK2 mutiranih bolesnika riječ o većem udjelu reaktivnih fibroza koštane srži u sklopu drugih 
zbivanja (JAK2 V617F mutacija otkrivena je tek 2005. godine). 
 
Populacije naših bolesnika s PMF i SMF razlikovale su se u udjelu bolesnika s višim 
stupnjem fibroze koštane srži što je posljedica dijagnostičkih kriterija za post Ph- MPN SMF 
(39) koji zahtjevaju prisutnost barem stupnja 2 fibroze koštane srži, a bolesnici s PMF ne 
moraju uopće imati razvijenu fibrozu koštane srži da bi se postavila dijagnoza (22). Također, 
bolesnici sa SMF imali su veću učestalost leukemijske transformacije što govori u prilog tome 
da fibroza u ovih bolesnika predstavlja progresiju malignog klona uz akumulaciju dodatnih 
genetičkih abnormalnosti (38) te se isto manifestira agresivnijom biologijom bolesti. Isto 
može biti i posljedica činjenice da su klinički simptomi na osnovu kojih se postavlja sumnja 
na transformaciju PRV ili ET u sekundarnu mijelofibrozu i akutnu leukemiju jednaki. 
Evaluacija stanja zahtjeva biospiju kosti koja predstavlja znatan stupanj nelagode za 
bolesnike. Stoga simptomi/znakovi obično trebaju biti jasno izraženi kroz određeni vremenski 
period te je fibroza koštane srži moguće prethodila razvoju akutne leukemije u ovih bolesnika 
bez da je odmah prepoznata. Bolesnici s PMF i SMF nisu se statistički značajno razlikovali u 
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ostalim parametrima uključujući klinički ishod (preživljenje) što govori u prilog tome da je 
riječ o vrlo sličnim entitetima. 
 
Preživljenje naših bolesnika bilo je u skladu s očekivanim medijanom preživljenja od 5-6 
godina (64) i standardni prognostički bodovni sustavi (IPSS, DIPSS) mogli su uspješno 
razlučiti grupe bolesnika s različitim rizikom smrti. Ovo također potvrđuje da je populacija 
evaluirana u našem istraživanju prema glavnim odlikama bolesti u skladu s ranije objavljenim 





6.2. Osvrt na kanonski WNT signalni put 
Naši rezultati govore za pojačanu ukupnu ekspresiju WNT3a i β-katenina unutar koštanih srži 
oboljelih od PMF i SMF što pridonosi snažnoj upalnoj atmosferi koja se susreće u ovim 
bolestima. Uz navedeno, identificirali smo pojačanu ekspresiju kanonskog WNT liganda 
WNT3a u megakariocitima i kanonskog WNT efektora β-katenina unutar vaskularnih 
endotelnih stanica u oboljelih u odnosu na kontrole. Megakariociti predstavljaju dio malignog 
klona, a pojačana vaskularizacija je tipična za bolest i potpomaže maligni potencijal tumora. 
Time smo identificirali tumorske stanice kao jedan od izvora kanonskog WNT signala i 
pokazali da aktivacija kanonskog WNT puta ima moguću ulogu u neoangiogenezi u ovim 
bolestima.  
 
Identificirali smo tri ranija rada koji su evaluirali ekspresiju β-katenina u bolesnika s PMF, ali 
u svim su radovima bolesnici s PMF bili evaluirani kao dio većih Ph- MPN kohorti i radovi 
nisu bili primarno fokusirani na njih. Niti jedan od tih radova nije evaluirao bolesnike sa 
SMF. U prvom radu su Serinsoz i sur. (97) analizirali β-katenin mRNA ekspresiju u 
bolesnika s različitim hematološkim neoplazmama (uključujući PRV, ET i PMF) i kontrolnih 
ispitanika koji su imali reaktivnu hiperplaziju megakariopoeze i/ili eritropoeze. Autori su 
utvrdili kako nije prisutna statistički značajna razlika u β-katenin mRNA ekspresiji između 
PRV, ET, PMF i kontrolne skupine. Naši rezultati su u suprotnosti s navedenima. Za 
napomenuti je kako su autori izolirali mRNA iz uzoraka koštanih srži uklopljenih u parafin i 
kao kontrola su korišteni ispitanici s reaktivno aktiviranom hematopoezom što je moguće 
uzrok razlike u njihovim i našim rezultatima (kod nas je mRNA izolirana iz mononuklearnih 
stanica aspirata koštane srži, a prisutna je statistički značajna razlika između PMF i kontrolnih 
ispitanika u kojih nije bila prisutna reaktivna hiperplazija koštane srži). U istom radu opisano 
je kako je imunohistokemijski u svim analiziranim uzorcima bio prisutan pozitivitet 
vaskularnih endotelnih stanica, a isti je bio jako izražen u Ph- MPN što je u skladu s našim 
observacijama. U drugom radu su Jauregui i sur. (98) imunohistokemijski analizirali 
ekspresiju β-katenina u megakariocitima oboljelih od CML, PRV, ET, PMF i kontrolnih 
ispitanika bez zahvaćanja koštane srži hematološkom bolesti. Autori su utvrdili slabu do 
odsutnu ekspresiju β-katenina u megakariocitima većine PMF bolesnika, razlika je bila 
statistički značajna u odnosu na PRV i ET koji su imali jače izraženu ekspresiju β-katenina. 
Iako nije opisano, iz prezentiranih se rezultata može zaključiti kako nije bilo statistički 
značajne razlike između PMF i kontrola. Iako rezultati nisu izraženi na jednak način, u našem 
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istraživanju nismo detektirali razliku između β-katenin IRS u megakariocitima u oboljelih od 
PMF, SMF i kontrola što je u skladu s navedenim radom. Post PRV SMF i post ET SMF nisu 
iste bolesti kao PRV i ET na što ćemo se osvrnuti kod trećeg rada. U trećem radu su Geduk i 
sur. (99) imunohistokemijski analizirali ekspresiju β-katenina u koštanim sržima oboljelih od 
PRV, ET, PMF i kontrolnih ispitanika bez zahvaćanja koštane srži hematološkom bolesti. 
Autori su rezultate prezentirali u obliku IRS u megakariocitima, mijelolozi i vaskularnim 
endotelnim stanicama kao i mi te su naši rezultati lakše usporedivi nego u prethodnom 
slučaju. Utvrdili su da je β-katenin IRS u megakariocitima oboljelih od PMF statistički 
značajno niži u odnosu na PRV i ET, ali nisu detektirali statistički značajnu razliku za PMF u 
odnosu na kontrole. Također su utvrdili kako je β-katenin IRS u vaskularnim endotelnim 
stanicama u PMF statistički značajno viši u odnosu na PRV, ET i kontrole. Nisu našli razliku 
u β-katenin IRS u mijelolozi u odnosu na različite dijagnoze. Naše observacije o pojačanoj 
ekspresiji β-katenina u vaskularnim endotelnim stanicama u PMF u odnosu na kontrole, kao i 
podjednakoj ekspresiji β-katenina u megakariocitima i mijelolozi u PMF u odnosu na kontrole 
su u skladu s navedenima. Napominjemo vrlo zanimljivu observaciju da iako u našem 
istraživanju nije bila prisutna statistički značajna razlika u ekspresiji β-katenina mjerenoj na 
sve opisane načine između PMF i (post PRV, post ET) SMF, uočili smo da je medijan β-
katenin IRS u megakariocitima oboljelih od SMF nešto viši, a medijan β-katenin IRS u 
vaskularnim endotelnim stanicama nešto niži u odnosu na PMF. Naši rezultati ipak jasno 
ukazuju da post PRV i post ET SMF nisu iste bolesti kao PRV i ET te da, iako možda nose 
neke odlike izvornih bolesti, pokazuju ekspresijski profil β-katenina koji je puno sličniji PMF 
nego izvornim bolestima. Također se može spekulirati kako je agresivnija biologija 
bolesti/sklonost razvoju fibroze (PMF i SMF u odnosu na PRV i ET) vezana sa slabije 
izraženom ekspresijom β-katenina u megakariocitima (ne i ukupno manjom ekspresijom 
unutar koštane srži). Tome u prilog govori i povezanost više ekspresije β-katenina u 
megakariocitima i boljeg preživljenja koju smo observirali u našoj kohorti bolesnika. Ovdje 
naglašavamo megakariocite jer je AML (koja predstavlja konačnu formu progresije ovih 
bolesti) karakterizirana visokom ukupnom ekspresijom β-katenina (97) i ista je vezana uz 
lošije preživljenje bolesnika s AML (160).  Nismo detektirali drugih značajnih povezanosti 
ekspresije WNT3a ili β-katenina s preživljenjem bolesnika u našoj kohorti bolesnika. 
Sukladno tome, pojedini načini mjerenja ekspresije WNT3a i β-katenina korelirali su s 
različitim čimbenicima koji pozitivno i negativno mogu utjecati na preživljenje bolesnika, 
iako su to češće bili negativni prognostički čimbenici – veći broj leukocita, viši stupanj 




Zanimljive i na prvi pogled proturječne observacije vezane su uz odnos pojačane ekspresije 
elemenata kanonskog WNT signalnog puta i razine hemoglobina. Viša ukupna ekspresija 
WNT3a bila je povezana s višom razinom hemoglobina, dok je viša ukupna β-katenin 
ekspresija bila povezana s nižim razinom hemoglobina gledano u cjelokupnoj kohorti 
bolesnika s mijelofibrozom. Ipak, uočavamo da je pozitivna korelacija WNT3a postotnog 
skora s višom razinom hemoglobina bila statistički značajna samo za grupu bolesnika sa 
SMF, a sličan fenomen pozitivne povezanosti s razinom hemoglobina vidjeli smo i kod SOST 
mRNA ekspresije također samo u grupi SMF (rezultat granične statističke značajnosti). S 
druge strane, povezanost više β-katenin ekspresije s nižom razinom hemoglobina vidljiva je i 
u PMF i u SMF bolesnika (gdje je rezultat granične statističke značajnosti).  
Ovo tumačimo na dva načina. Prvo, grupa bolesnika sa SMF sastoji se većinom od bolesnika 
s post PRV SMF (PRV u prefibrotskoj fazi odlikuje snažna eritroidna proliferacija i visoke 
razine hemoglobina) te je moguće da je povezanost WNT3a s višom razinom hemoglobina u 
SMF odraz karakteristika izvorne bolesti. Prethodno citirani rad Geduka i sur. (99) utvrdio je 
pozitivnu korelaciju između β-katenin ekspresije u megakariocitima i razine hemoglobina u 
ukupnoj kohorti bolesnika s Ph- MPN (koja se sastojala od 43 bolesnika s ET, 7 bolesnika s 
PRV i samo 16 bolesnika s PMF). Temeljna razlika u biologiji ovih bolesti se manifestira 
upravo različitim razinama hemoglobina koje su vrlo visoke u PRV (koja je ujedno u radu 
pokazivala više vrijednosti β-katenin ekspresije u megakariocitima), a obično snižene u PMF 
(koja je u radu pokazivala niže vrijednosti β-katenin ekspresije u megakariocitima), a autor ih 
je analizirao zajedno. Spekuliramo da bi aktivacija kanonskog WNT signalnog puta (pa tako i 
WNT3a) u PRV bolesnika zaista mogla biti povezana s višim razinama hemoglobina, ali ove 
rezultate iz opisanih razloga ne može smatrati reprezentativnima i za PMF.  
Drugo, samo u bolesnika sa SMF smo uočili da su pojačane ekspresija WNT3a (aktivator 
kanonskog WNT signalinga) i SOSTa (inhibitor kanonskog WNT signalinga) pozitivno 
korelirale s razinom hemoglobina. Stoga je neto učinak na aktivaciju β-katenina u sklopu 
rastućih vrijednosti hemoglobina bio bar dijelom uravnotežen. β-katenin je efektor kanonskog 
WNT signalnog puta na koji utječe i niz drugih čimbenika u sklopu mreže signalnih puteva 
(74). On može biti pojačano eksprimiran kao posljedica djelovanja više citokina bitnih za 
patogenezu PMF (TGF-β (149,150), FGF (161), PDGF (162,163)). Dakle, kanonski WNT 
signal moduliran je na više razina i prema našim je rezultatima njegova aktivnost kroz β-
katenin ekspresiju u konačnici i u PMF i u SMF povezana s nižim razinama hemoglobina. 
Korelacija pojačane ekspresije β-katenina i niže razine hemoglobina može ukazivati na to da 
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β-katenin svojim djelovanjem potencira anemiju, ali i da su oboje pojačana β-katenin 
ekspresija i niža razina hemoglobina odraz aktivnije bolesti. Budući da su naše korelacije 
dobivene na čistoj kohorti bolesnika s PMF (isto vrijedi i za SMF), vjerujemo da pokazuju 
realnije stanje stvari u odnosu na citirane prethodno objavljene rezultate (99).  
 
Iako se ekspresija Sklerostina/SOSTa nije statistički značajno razlikovala između PMF, SMF i 
kontrola, naše observacije ukazuju da je ona vrlo bitna za prognozu bolesnika s PMF. Viša 
ukupna ekspresija Sklerostina u koštanoj srži bila je povezana s boljim ukupnim 
preživljenjem. To tumačimo snažnijim inhibitornim djelovanjem na kanonski WNT signalni 
put unutar koštane srži što je glavna molekularna uloga Sklerostina (102). Viša ekspresija 
Sklerostina/SOSTa bila je povezana s manjim postotkom cirkulirajućih blasta i većim brojem 
trombocita, a oboje pridonosi povoljnijoj prognozi prema jednom od prognostičkih skorova 
(DIPSS plus) (164). S druge strane ovisnost o transfuziji i starija životna dob s kojima su 
također pozitivno korelirale vrijednosti Sklerostina/SOSTa vezane su uz lošiju prognozu 
(164), ali se isto nije manifestiralo kroz lošije preživljenje naših bolesnika. Prethodno je 
opisana pozitivna povezanost razine Sklerostina u serumu i dobi bolesnika (118,165). U više 
je kohorti ispitanika također opisano kako razina Sklerostina u serumu pozitivno korelira s 
mineralnom gustoćom kostiju (116,117,119) (vjerojatno kao odraz veće koštane mase i većeg 
broja osteocita) što je pomalo iznenađujuće s obzirom na učinkovitost Sklerostin inhibicije u 
liječenju osteoporoze (114). U našoj kohorti bolesnika nismo observirali statistički značajnu 
razliku u ekspresiji Sklerostina/SOSTa u bolesnika sa stupnjem 3 fibroze koštane srži (koji 
obično imaju razvijenu osteosklerozu) u odnosu na ostale. 
 
Nismo identificirali razlike u ekspresiji elemenata kanonskog WNT signalnog puta u odnosu 
na JAK2 V617F mutacijski status, što je u skladu s iskustvom Geduk i sur. (99) i sugerira da 
aktivacija β-katenina nezavisno doprinosi patogenezi PMF i SMF. Potencijalna veza između 
ova dva puta ipak postoji. Liu i sur. (166) su pokazali da JAK specifična blokada može 
smanjiti ekspresiju β-katenina u Jurkat stanicama (ljudska akutna T-stanična leukemija) i u 
HEL stanicama (ljudska eritroleukemija). Ovaj se učinak može oslabiti smanjenjem ekspresije 
Proteina-s-ponavljajućim-elementima-koji-sadržavaju-transducin-beta (β-TrCP prema eng. 
beta-Transducin-repeat-containing-protein) koristeći specifičnu kratku RNA poput ukosnice 




6.3. Osvrt na SHH signalni put 
Naši rezultati govore za pojačanu ekspresiju SHH i GLI1 u megakariocitima oboljelih od 
PMF i SMF, iako nismo detektirali globalno veću ekspresiju elemenata SHH signalnog puta u 
koštanim sržima oboljelih od ovih bolesti u odnosu na kontrole. U slučaju SHH, ovaj je 
fenomen bio snažnije izražen u oboljelih od SMF u usporedbi s PMF što može biti odraz 
odlika izvornih bolesti (za koje nije poznato kakav ekspresijski profil SHH pokazuju). 
Megakariociti koji predstavljaju dio tumorskog klona su i glavni izvor Hedgehog liganda 
SHH i ciljna stanica kanonskog SHH efektora GLI1. Ovo ukazuje da je autokrini kanonski 
SHH signaling koji je prepoznat u drugim malignim bolestima (130) vjerojatno prisutan i u 
oboljelih od PMF i SMF. Nije bilo razlike u prosječnoj ekspresiji SHH u vaskularnim 
endotelnim stanicama i u mijelolozi (koja također predstavlja dio tumorskog klona) u bolesnih 
u odnosu na kontrole. Ipak, pojačana ekspresija SHH u ovim vrstama stanica odražavala se na 
lošiji klinički tijek oboljelih. To tumačimo na način da opsežnije prisutna produkcija SHH 
vjerojatno pridonosi održavanju za tumor pogodnog mikrookoliša što može utjecati na veću 
malignost i agresivnije ponašanje bolesti, time i na lošiju prognozu. GLI1 ekspresija nije 
pokazivala slične kliničke korelacije što pak sugerira da učinci pojačane SHH stimulacije nisu 
nužno vezani uz kanonski (GLI ovisni) SHH signaling već moguće uz aktivaciju drugih 
signalnih kaskada (PI3K/AKT, RAS/MAPK (167-169)). Nismo detektirali povezanost ukupne 
ekspresije SHH i GLI1 s preživljenjem bolesnika. Sukladno tome, ekspresija SHH i GLI1 
izražena na različite načine korelirala je s čimbenicima koji mogu pozitivno i negativno 
utjecati na preživljenje bolesnika.  
 
Dosadašnje spoznaje o SHH signalnom putu u PMF i SMF su oskudne i nisu jasno definirane. 
Temeljni rad na kojem su bazirane kasnije kliničke studije ispitivanja Hedghog inhibitora u 
bolesnika s PMF je objavljen samo kao kongresni sažetak. U njemu su Bhagwat i sur. (139) 
naveli 20 do 100 puta veću ekspresiju SHH ciljnih gena uključujući GLI1 i Patched1 u 
granulocitima izoliranim iz oboljelih od MPN u usporedbi s zdravim kontrolama koristeći 
RT-PCR. Autori nisu naveli o kojim je točno dijagnozama riječ, koliko je bilo bolesnika 
ukupno i s pojedinačnim dijagnozama (nije jasno koliko je bilo bolesnika s mijelofibrozom 
niti jesu li svi bolesnici bili Ph-), kao ni statističku značajnost rezultata. U istom radu je 
navedeno da je uočena aktivacija SHH signalnog puta u mišjem modelu bolesti 
(transplantacijski model PMF/ET) koristeći Gli-luciferaza izvjestiteljski sustav (eng. 
luciferase reporting system). Također su opisani učinci kombinacijske terapije selektivnog 
 73 
 
Smoothend inhibitora (Sonidegib, LDE225) i JAK inhibitora (Ruxolitinib, INC424) u mišjem 
modelu bolesti i to smanjenje fibroze koštane srži, veličine slezene, broja leukocita, broja 
trombocita te opterećenja mutiranim JAK2 alelom. U našem istraživanju nismo detektirali 
razliku u ukupnoj ekspresiji GLI1 unutar koštane srži u oboljelih od PMF ili SMF u odnosu 
na kontrole što je u suprotnosti s rezultatima citiranog rada. U drugom radu su Zingariello i 
sur. (170) u Gata1low mišjem modelu mijelofibroze utvrdili pojačanu ekspresiju Hedgehog 
ciljnih gena u koštanoj srži i slezeni. Na osnovu ovih informacija nekoliko inhibitora SHH 
signalnog puta istražuje se u ranim fazama kliničkih ispitivanja u oboljelih od 
mijelofibroze kao pojedinačna ili kombinacijska terapija (42,141), ali za sada s različitom 
učinkovitošću (140,171,172). U skladu s dosadašnjim skromnim rezultatima inhibicije 
kanonskog SHH signalnog puta u oboljelih od mijelofibroze su i naše observacije kako se 
ukupna ekspresija GLI1 (efektora kanonskog SHH signalnog puta) nije razlikovala u odnosu 
na kontrole, kao i to da nije utjecala na preživljenje u kohorti naših bolesnika. Važno je 
napomenuti da je GLI1 ekspresija izražena na različite načine korelirala s prisutnošću B 
simptoma u SMF i većim stupnjem fibroze koštane srži u PMF što je oboje prepoznato kao 
negativni prognostički čimbenici. 
 
Istaknut ćemo još posebno zanimljivu observaciju kako su bolesnici s leukemijskom 
transformacijom mijelofibroze imali statistički značajno višu ekspresiju SHH u odnosu na 
ostale bolesnike. Ovaj fenomen sugerira kako je veća agresivnost tumorskog klona povezana s 
većom ekspresijom SHH, odnosno da ovaj signalni puta ima ulogu u progresiji bolesti. Slično 
je ranije opisano u CML gdje je tijekom progresije bolesti prema nezrelijim oblicima stanica 
uočena sve snažnija aktivnost SHH signalnog puta (134,136). U ovoj je bolesti SHH signaling 
prepoznat kao važan za preživljenje tumorskih matičnih stanica, a sugerirano je kako SHH 
demonstrira svoje učinke kroz aktivaciju β-katenina (136). Nismo uočili statistički značajnu 
razliku u ekspresiji GLI1 ili drugih istraživanih gena/proteina u odnosu na leukemijsku 
transformaciju što je moguće zbog malog broja ovih bolesnika u uzorku. 
 
Nismo utvrdili razliku u ekspresiji elemenata SHH signalnog puta u odnosu na JAK2 V617F 
mutacijski status. Zanimljivo je spomenuti kako nekanoski SHH (GLI neovisni) signaling 
može aktivirati neke iste signalne kaskade kao i mutirani JAK2 (PI3K/AKT, RAS/MAPK 
(167)), te teoretski potencirati stimulaciju maligne stanice ovim putem. 
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6.4. Ograničenja istraživanja 
Populacija analizirana u prikazanom istraživanju je relativno heterogena (u smislu različitih 
karakteristika bolesnika) i predstavlja spektar oboljelih od primarne i sekundarne 
mijelofibroze. Stoga smo svoje rezultate izražavali za PMF i SMF bolesnike zasebno, te za 
ukupnu populaciju bolesnika. Studija je retrospektivne naravi i predstavlja iskustvo jednog 
centra. Broj analiziranih ispitanika (66 bolesnika s mijelofibrozom, 51 bolesnik s PMF i 15 
bolesnika sa SMF) je srednje veličine s obzirom na nisku učestalost ovih bolesti i omogućava 
nam da karakteriziramo poremećaje kanonskog WNT i SHH signalinga u ovim bolestima u 
odnosu na kontrole. Ipak, nije dovoljno velik za detaljnije analize zanimljivih kliničkih 
korelacija s obzirom na pojedine podgrupe bolesnika. Prikazani rezultati naravno ne mogu biti 
definitivni, ali predstavljaju originalni znanstveni doprinos i potiču nove hipoteze koje treba 




6.5. Publikacije proizašle iz istraživanja 
 
1. Dio rezultata ovog istraživanja vezan uz aktivaciju kanonskog WNT signalnog puta i 
njegove kliničke korelacije objavljen je u časopisu Clinical Lymphoma, Myeloma and 
Leukemia (indeksiran u Current Contents, IF 2,559) (173). 
 
2. Tijekom istraživanja uočili smo kako je viši stupanj anizocitoze (mjeren kao RDW) 
statistički značajno povezan s kliničkim parametrima u PMF koji odražavaju težu 
bolest višeg rizika, ali i lošijim ukupnim preživljenjem. Ove observacije objavljene su 
u časopisu Acta Haematologica (indeksiran u Current Contents, IF 1,053) (174). 
 
3. Tijekom istraživanja uočili smo kako stupanj 3 fibroze koštane srži utječe na lošije 
preživljenje bolesnika s mijelofibrozom s različitom statističkom značajnošću ovisno 
koji se komercijalni statistički program koristi?! Analizom problema uočili smo da 
različiti statistički programi koriste matematički različite verzije log-rank testa, ali ga 
prijavljuju pod istim imenom. Ove observacije i prateći vlastiti statistički program koji 
služi za demonstraciju problema objavljeni su u časopisu Biochemia Medica 
(indeksiran u Current Contents, IF 3,051) (175). 
 
4. Zbog potrebe redovitih analiza uslijed stalnog ažuriranja baze podataka razvijen je MS 
Excel statistički program koji omogućava brzi skrining čimbenika koji utječu na 
preživljenje koristeći log-rank test. Ovaj program je objavljen u sklopu članka vezanog 
uz opis log-rank testa u časopisu Croatian Medical Journal (indeksiran u Current 





1. U koštanim sržima oboljelih od PMF i SMF prisutna je ukupno pojačana ekspresija 
elemenata kanonskog WNT signalnog puta (WNT3a, β-katenin) u odnosu na kontrole. 
 
2. Ekspresija WNT3a bila je pojačana u megakariocitima oboljelih od PMF i SMF u 
odnosu na kontrole što identificira tumorske stanice kao izvor kanonskog WNT 
signala.  
 
3. Ekspresija β-katenina bila je pojačana u vaskularnim endotelnim stanicama PMF i 
SMF u odnosu na kontrole što ukazuje na moguću ulogu kanonskog WNT puta u 
neoangiogenezi u ovim bolestima.  
 
4. Viša ekspresija β-katenina bila je povezana s nižim vrijednostima hemoglobina te bi 
aktivacija kanonskog WNT puta mogla potencirati razvoj anemije. 
 
5. U usporedbi s prethodno objavljenim iskustvima, ekspresijski profil β-katenina u post 
PRV i post ET SMF puno je sličniji PMF nego izvornim bolestima (PRV i ET). Niža 
ekspresija β-katenina u megakariocitima mogla bi ukazivati na veću agresivnost 
bolesti što se manifestira slabijim preživljenjem oboljelih.  
 
6. Iako se ekspresija Sklerostina/SOSTa nije razlikovala između bolesnih i kontrola, 
bolesnici s višom ekspresijom imali su bolje preživljenje, a ovi su učinci vjerojatno 
posredovani kroz inhibiciju kanonskog WNT signalnog puta. 
 
7. Ukupna ekspresija SHH i GLI1 u koštanim sržima nije se razlikovala između bolesnih 
i kontrolnih ispitanika.  
 
8. Ekspresija SHH i GLI1 bila je povišena u megakariocitima oboljelih od PMF i SMF 
odnosu na kontrole. Megakariociti (tumorske stanice) su glavni izvor i glavni cilj 




9. Iako se ekspresija SHH u vaskularnim endotelnim stanicama i mijelolozi nije 
razlikovala između bolesnih i kontrola, pojačana ekspresija SHH u ovim vrstama 
stanica bila je povezana s lošijim preživljenjem oboljelih. Učinci pojačane SHH 
ekspresije nisu nužno vezani uz kanonski SHH signaling. 
 
10. Bolesnici s leukemijskom transformacijom bolesti imali su značajno višu ekspresiju 
SHH u odnosu na ostale što ukazuje da bi ovaj signalni put mogao imati ulogu u 
progresiji bolesti. 
 
11. Ekspresija pojedinih elemenata kanonskog WNT i SHH signalnih puteva pozitivno 
korelira zajedno što je u skladu s modelom u kojem ovi signalni putevi čine veću 
zajedničku mrežu međusobno isprepletenih signalnih puteva. 
 
12. Ovi novoizneseni dokazi pojačane aktivacije kanonskog WNT i SHH signalnih puteva 
i kliničke korelacije koje smo pokazali mogu pomoći u identificiranju novih 




Primarna (PMF) i sekundarna mijelofibroza (SMF) su maligne bolesti hematopoetske matične 
stanice. WNT i SHH signalni putevi sudjeluju u procesima kontrole stanične diobe, fibroze i 
neoangiogeneze koji su tipično poremećeni u ovim bolesti. 
Imunohistokemijski i lančanom-reakcijom-polimeraze-u-realnom-vremenu (RT-PCR) istražili 
smo ekspresiju WNT3a, β-katenina, Sklerostina/SOSTa, SHH i GLI1 u ukupno 66 bolesnih 
(51 PMF, 15 SMF) i 18 zdravih uzoraka koštane srži i korelirali je s kliničkim parametrima. 
Elementi kanonskog WNT signalnog puta bili su ukupno jače eksprimirani u PMF i SMF u 
odnosu na kontrole i mogli bi potencirati anemiju. Ekspresijski profil β-katenina u SMF 
sličniji je PMF nego izvornim bolestima (PRV/ET). Ekspresija Sklerostina nije se razlikovala 
u odnosu na kontrole, ali je utjecala na bolje preživljenje bolesnika. Elementi SHH signalnog 
puta bili su pojačano eksprimirani u megakariocitima oboljelih, ali nisu bili ukupno jače 
eksprimirani u odnosu na kontrole. SHH ekspresija bila je pojačana u leukemijskoj 
transformaciji bolesti. Ekspresija pojedinih elemenata kanonskog WNT i SHH signalnih 
puteva pozitivno korelira zajedno što je u skladu s modelom u kojem ovi putevi čine veću 
međusobno povezanu mrežu signalnih puteva. 
Naši rezultati ukazuju da kanonski WNT i SHH signalni putevi imaju ulogu u patogenezi 
PMF i SMF.  
 
Ključne riječi: Philadephia kromosom negativna mijeloproliferatvna neoplazma; 




Primary (PMF) and secondary myelofibrosis (SMF) are malignant diseases originating 
from transformed hematopoietic stem cell. WNT and SHH signaling pathways are 
involved in processes of cell cycle regulation, fibrosis and neoangiogenesis that are 
typically deranged in these diseases. 
Using immunohistochemistry and real-time-polymerase-chain-reaction (RT-PCR) we 
investigated WNT3a, β-catenin, Sclerostin/SOST, SHH and GLI1 expression in totally 
66 diseased (51 PMF, 15 SMF) and 18 healthy bone marrow samples. Correlations with 
clinical parameters were made.  
Canonical-WNT signaling pathway elements were globally higher expressed in PMF 
and SMF than in controls and might potentiate anemia. SMF β-catenin expression 
profile is more similar to PMF than to PRV/ET. Sclerostin expression did not differ 
between diseased and healthy patients, but positively affected overall survival in 
diseased patients. SHH signaling pathway elements were higher expressed in 
megakaryocytes of PMF and SMF than in controls, but were not globally higher 
expressed. SHH expression was higher in leukemic transformation of disease. 
Expression of particular elements of both signaling pathways positively correlated 
together which is in line with the model that these pathways are a part of larger 
interconnected network.  
Our results suggest that canonical-WNT and SHH signaling pathways play a role in 
pathogenesis of PMF and SMF. 
 
Keywords: Philadephia chromosome negative myeloproliferative neoplasm; 
Myelofibrosis; WNT, Sclerostin; Hedgehog 
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